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PREAMBULO

La terapia antibidtica es una de las piedras angulares de la medicina moderna que permite no
solo la curacidon de infecciones que antes del descubrimiento de los antibidticos eran mortales

sino también hacer menos arriesgadas muchas practicas médicas habituales.

La resistencia a los antimicrobianos no es, en ningiin modo, un fenémeno nuevo; de hecho en
1945, en su discurso de aceptacion del premio Nobel de Medicina, Sir Alexander Fleming ya
advirtid de la facilidad con que las bacterias desarrollaban resistencia a la penicilina en el
laboratorio si se las exponia a concentraciones subinhibitorias y de que esto ya habia sucedido
in vivo. Sin embargo, durante muchos afios la emergencia de resistencia a los antibidticos no se
reconocio como un problema relevante porque fue paralela con el descubrimiento o desarrollo
de nuevas moléculas. Siete décadas después del descubrimiento de la penicilina, el escenario
ha cambiado radicalmente y la resistencia a los antibidticos es considerada en la actualidad
como una de las amenazas sanitarias mas acuciantes: las enfermedades infecciosas son en el
siglo XXI la segunda causa de muerte en el mundo y algunas de ellas son producidas por
bacterias que son resistentes a todas o prdcticamente todas las opciones terapéuticas
disponibles. Por otro lado, el problema se ha visto agravado por la drastica disminucién de las
inversiones de la industria farmacéutica en la investigacion en nuevos antimicrobianos, hasta
el punto de que desde 1968 hasta la actualidad sélo han aparecido dos nuevas clases de

antibidticos y ninguna de ellas tiene actividad sobre gramnegativos.

Nos hallamos, pues, ante un problema sanitario prioritario que se debe abordar desde un
enfoque multidisciplinario y proactivo que contemple, entre otros, un uso mas sensato de los
antibidticos, la aplicacién de intervenciones encaminadas a prevenir las infecciones
nosocomiales y la diseminacidn de microorganismos multirresistentes y también la
importancia de fomentar la investigacion relacionada con los mecanismos moleculares de
resistencia a los antimicrobianos. En este sentido, es conveniente recordar el papel clave de
los profesionales del laboratorio de microbiologia asistencial en el reconocimiento de
mecanismos de resistencia emergentes o de especial transcendencia clinica y de la aparicién
de brotes, asi como en la difusion de los datos de resistencia locales a los clinicos, lo que
contribuira a la optimizacién y racionalizacion del uso de antibidticos en el tratamiento tanto
empirico como dirigido de los procesos infecciosos atendiendo a la realidad del medio en que

se desenvuelven.
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BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA

RESISTENCIA INTRINSECA Y ADQUIRIDA

Desde una perspectiva genética la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos puede ser
intrinseca o adquirida. La resistencia intrinseca es consecuencia de genes inherentes al
microorganismo, que se encuentran de forma natural en el cromosoma bacteriano y que
determinan caracteristicas estructurales o fisiolégicas que confieren resistencia a los
antimicrobianos, como seria el caso de la resistencia a algunos B-lactdmicos por produccién de
AmpC en enterobacterias u otros gramnegativos o de multirresistencia por la presencia de
bombas de expulsidn. Este tipo de resistencia es la menos preocupante desde el punto de vista
clinico por ser predecible. La resistencia adquirida es aquella que se da en microorganismos
gue originalmente eran sensibles a un antimicrobiano y que han sido capaces de desarrollar
resistencia por mutaciones espontdneas o bien por adquisicion de genes de resistencia a partir

de otros microorganismos y es la que realmente constituye un problema.
RESISTENCIA ADQUIRIDA POR MUTACIONES ESPONTANEAS O DE NOVO

Todos los organismos sufren un cierto nimero de mutaciones durante el proceso de
replicacion de ADN, proceso no exento de errores, o por la interaccidon con el medio ambiente,
de modo que la probabilidad media de que se produzca una mutacidon en un gen concreto es
de aproximadamente una por cada 10° bacterias de una poblacién. Por azar algunas de estas
mutaciones pueden dar lugar a alteraciones funcionales o estructurales que tengan como
resultado resistencia a algunos antimicrobianos. En algunos casos, como en la resistencia a
quinolonas por modificaciones de las topoisomerasas, una sola mutacién puede ser suficiente
para que se exprese un cierto grado de resistencia (Livermore 2003). Por otro lado,
recientemente se ha demostrado que existen bacterias con un fenotipo mutador que son
defectivas en el sistema MMR o methil-directed mismatch repair (sistema necesario para
controlar la fidelidad en la replicacion del ADN al ser capaz de reconocer los errores de
transcripcién del ADN y evitar la recombinacion entre ADN no idénticos) en las que las
mutaciones espontdneas son hasta 10* veces mas frecuentes que en las bacterias normales. Se
han encontrado proporciones particularmente elevadas de cepas con fenotipo mutador en
aislados de Pseudomonas aeruginosa y otros microorganismos presentes en el pulmén de
pacientes con fibrosis quistica (Hall y Henderson-Begg 2006, Boerlin et al 2008). Asimismo, se
ha observado que en bacterias sometidas a situaciones de estrés (déficit de nutrientes,

exposicidén a antibidticos bacteriostaticos o concentraciones subinhibitorias de antibidticos y



[INTRODUCCION]

mecanismos de defensa del hospedador) se activa la respuesta SOS y se incrementa la
frecuencia de mutaciones. El mecanismo implicado es la expresion de una DNA polimerasa
alternativa que copia el DNA con menor fidelidad. Recientemente se ha descrito que algunos
antimicrobianos, como las quinolonas, también pueden actuar del mismo modo y activan la
respuesta SOS, con lo que pueden favorecer la aparicién de mutantes resistentes no sélo a
quinolonas sino también a otros antimicrobianos (Martinez y Baquero 2002). La frecuencia de
mutaciones espontdneas y, por tanto, la probabilidad de que aparezcan bacterias resistentes,
también se incrementa en focos infecciosos con elevado indculo bacteriano como los

abscesos.

RESISTENCIA POR ADQUISICION HORIZONTAL DE GENES DE RESISTENCIA

En la mayoria de microorganismos la adquisicién de resistencia no deriva de mutaciones
espontaneas sino que es fundamentalmente causada por la adquisicién de nuevos genes a
partir de otros microorganismos.

El origen de los genes de resistencia muchas veces no puede elucidarse de forma exacta
pero parece que en un gran numero de casos provienen de microorganismos ambientales
(Cantdon 2009). Si se tiene en cuenta que la mayor parte de antibidticos son productos
naturales, a menudo sintetizados por microorganismos medioambientales o teluricos como
Streptomyces, no es extrafio que los genes que codifican resistencia a estas moléculas estén
presentes en muchas de las bacterias que los producen o en muchas de las bacterias que
comparten su nicho ecoldgico y que sea ésta la fuente a partir de la cual los microorganismos
sensibles que ocasionan infecciones en humanos adquieran determinantes de resistencia
como estrategia para eludir la accion del tratamiento. Ya en 1940 Waksman, el descubridor de
la estreptomicina, sugirid que el verdadero papel ecoldgico de los antibidticos podria ser
impedir el crecimiento de otros competidores en su mismo nicho ecolédgico; los
microorganismos productores de antibidticos deben dotarse de mecanismos de autodefensa y
los que coexisten con ellos deben desarrollar mecanismos de proteccién que en ambos casos
suponen la aparicidén de genes de resistencia (este seria el caso de las B-lactamasas que ya
estaban presentes mucho antes de la introduccién de los B-lactamicos en clinica). Por otro
lado, en los ultimos afios se ha podido demostrar que muchos de los mecanismos de
resistencia descritos en bacterias patdgenas también se han encontrado en bacterias
medioambientales no productoras de antibiéticos en las que estos genes no daban lugar a la
expresion fenotipica de la resistencia pero en las que probablemente desempefiarian una
funcién bioldgica, como se ha especulado que sucede con las bombas de expulsion activa que

se han encontrado en muchos microorganismos y cuya funcién seria la detoxificacion de
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metabolitos téxicos, biocidas, conservantes, etc. Otro ejemplo seria el de los determinantes
gnr que codifican resistencia transferible a quinolonas por proteccién de la DNA girasa y cuyos
progenitores se encuentran en el cromosoma de numerosas bacterias acuaticas (Shewanella
algae, Vibrio vulnificus y V. parahaemolyticus); es posible que las proteinas Qnr sean el
resultado de la evolucién de otra proteina, McbG, producida por algunos mictoorganismos con
el cometido de proteger a la DNA girasa de la accién de algunos péptidos naturales como la
microcina sintetizada por ellos mismos (Jayaraman 2009, Strahilevitz et al 2009). Ademas de
los microorganismos medioambientales, el otro reservorio fundamental de genes de
resistencia es la microflora comensal, basicamente la del tracto gastrointestinal de humanosy
animales, como ponen en evidencia los resultados de un trabajo realizado en Barcelona en el
que se detectaron enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido en un
6,6% de las muestras de heces de humanos sanos y en un elevado niumero de animales de
granja (Mesa et al 2006). Este reservorio con la consiguiente transferencia de determinantes
de resistencia a patégenos, ampliamente demostrada, se considera una mayor amenaza que la
presidn selectiva directa sobre los antibidticos. De hecho, ya se ha empezado a extender el
concepto “resistoma antibidtico” que introdujo D’Costa para referirse al pool de genes de
resistencia a antibidticos de todos los microorganismos, independientemente de su
patogenicidad y su procedencia, y que son un reservorio potencial a partir de la cual estos
genes se incorporan en elementos genéticos maviles o movilizables. (D’Costa 2006, Jayaraman
2009, Cantdn 2009).

El fendmeno de la adquisicién de genes (incluidos genes de resistencia) implica la transferencia
de ADN de una fuente ajena, es decir de otras bacterias, y puede conseguirse por tres
mecanismos: transformacion, transduccidon y conjugacion, siendo esta ultima la que tiene

mayor relevancia en enterobacterias y otros gramnegativos (figura 1Y 2).

La transformacidn es el mas simple de estos mecanismos y es un proceso mediante el cual
algunas bacterias pueden captar, en las circunstancias adecuadas, ADN libre de su entorno
ambiental que es incorporado a su genoma por recombinacidn homdloga mediante la proteina
RecA. En algunas ocasiones la recombinacion da lugar a un gen funcional que si codifica una
proteina con menor afinidad por el antimicrobiano que la proteina nativa resultard en una
disminucién de la sensibilidad. La adquisicién de genes de resistencia mediante transformacion
es un mecanismo con un impacto clinico muy limitado, en particular en gramnegativos, pues
hay pocas bacterias capaces de llevarlo a cabo de forma natural. El ejemplo mas relevante es el
de la resistencia a B-lactdmicos en Streptococcus pneumonie por recombinacion entre genes

propios que codifican una PBP normal y genes de otros clones o incluso de otras especies de
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Strepotococcus que codifican PBP mutadas (Levy y Marshall 2004. Alekshun et al 2007). En este
microorganismo, asi como en otros géneros de la misma familia también se ha descrito la

adquisicion de resistencia a quinolonas por este mecanismo (Ruiz 2003)

La adquisicién de genes de resistencia por transduccién esta mediada por bacteriéfagos, que
son virus que pueden incorporar fragmentos de DNA procedente de un microorganismo al que
hayan parasitado previamente y transferirlos, generalmente junto con sus propios genes, a
otra bacteria a la que infecten posteriormente. Los fragmentos de DNA que se incorporan son
pequefios y pueden corresponder a fragmentos de DNA cromosémicos adyacentes al sitio de
integracién del fago o bien a piezas de DNA cromosémico de otras regiones o a pldsmidos de
un tamafo adecuado. Los principales ejemplos de adquisiciéon de resistencia por transduccion
son los de la transferencia de los genes de resistencia de la isla gendmica SGI1 de S.
Typhimurium DT104 a otros fagotipos e incluso a otros serotipos de Salmonella y el de la
resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus relacionada con el casete cromosdmico
SCCmec que en algunas de las variantes, como la V, por su menor tamafo puede ser

empaquetado en fagos (Navarro Risuefo F at al 2005).

TRANSDUCCION

Bacteriophage

/ FZI;smld\ Transposon
i CONJUGACION
[ & |

»

' Y

i:“m/ﬂm;\‘ P ) K

Plasmid
%N 77 “u
h%"“«wf“'& e

=N
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Figura 1: Mecanismos y elementos genéticos implicados en la transferencia de genes de
resistencia entre bacterias (adaptado de Levy S y Marshall B. 2004)
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La conjugacidn es, sin duda alguna, el mecanismo mas habitual de intercambio de material
genético, incluidos genes de resistencia, entre bacterias y el de mayor transcendencia
epidemioldgica. El proceso, dependiente de energia, supone la adquisicién por una bacteria
de uno o mas plasmidos conjugativos procedentes de otras bacterias e implica un contacto
fisico entre la bacteria donante, que transfiere sus plasmidos a través de unas estructuras
denominadas pilis sexuales codificados por los genes plasmidicos traA y traQ, y la bacteria

receptora (Levy y Marshall 2004. Alekshun et al 2007).
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Figura 2:: http://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/17transforma.htm

ELEMENTOS GENETICOS BACTERIANOS MOVILES O VECTORES GENETICOS DE
RESISTENCIA

El movimiento de los genes de resistencia puede producirse a dos niveles distintos, a nivel
intracelular y a nivel intercelular (transferencia horizontal de genes de resistencia), y los
elementos genéticos implicados en cada uno de estos niveles son distintos. Entre los
elementos que pueden moverse entre diferentes bacterias se encuentran los plasmidos y los

transposones conjugativos que se transfieren de una célula a otra por mecanismos que
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implican replicacién. A nivel intercelular los genes de resistencia pueden trasladarse entre
diferentes localizaciones de la misma molécula o entre diferentes moléculas de ADN, incluido
entre cromosomas y plasmidos, siendo los transposones, los casetes génicos incluidos en
integrones, los ISCR vy las islas gendmicas los elementos que intervienen en este tipo de
transferencia que depende de la recombinacion tanto homadloga como no homdloga. Ambos
niveles estan en ultima instancia conectados y, de hecho, los plasmidos acumulan genes de

resistencia a los antibidticos gracias a la actividad de los sistemas de recombinacidn citados.

1) PLASMIDOS

Los plasmidos son fragmentos extracromosémicos, generalmente circulares, de ADN de doble
hebra que pueden replicarse independiente del ADN cromosdmico (replicones) pero que no
pueden replicarse de forma auténoma, puesto que la mayoria de las funciones replicativas las
aporta la célula hospedadora. Los plasmidos, que tienen un tamafio que oscila entre 2 y 400
kb, no contienen genes que sean indispensable para el crecimiento y multiplicaciéon de la
bacteria pero si otros que les permiten adaptarse a condiciones ambientales extraordinarias o
a hospedadores que no son los habituales. Los plasmidos también pueden integrarse en el
cromosoma de la célula y asi incrementar la estabilidad de la informacién genética que

codifican (episomas).

Figura 3: Fotografia al microscopio electrénico de un pequeiio plasmido bacteriano
(Bennett PM 2008)

Los genes de resistencia vehiculados por plasmido abarcan a practicamente todos los

antimicrobianos conocidos, tanto los usados en la actualidad como los que ya han pasado a un
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segundo plano. Ademads, muchos de estos genes pueden estar contenidos en otros elementos
movilizables como transposones o integrones, a los que nos referiremos mas adelante, y que a
su vez estan insertados en los plasmidos. Muchos de los pldsmidos de resistencia son
conjugativos, es decir codifican las funciones necesarias para promover la transferencia
intercelular de ADN, mientras que otros sélo son movilizables con el concurso de otro
plasmido que resida en la misma célula y sea conjugativo (plasmido helper). Por otro lado, los
pldasmidos conjugativos pueden presentar un espectro de hospedador amplio, lo que permitiria
el intercambio entre especies bacterianas distantes (en casos extremos incluso entre
grampositivos y gramnegativos) o bien limitado circunscribiéndose el intercambio a especies
similares. Los plasmidos se clasifican en grupos de incompatibilidad. Los plasmidos
pertenecientes a un mismo grupo de incompatibilidad se asemejan en muchas de sus
caracteristicas y en su estructura basica y no pueden propagarse de forma estable en una

misma linea celular pues utilizan los mismos sistemas de replicacién (Carattoli 2008).

2) SECUENCIAS DE INSERCION Y TRANSPOSONES

Los transposones de resistencia son esencialmente sistemas de genes “saltarines” que
incorporan un gen de resistencia. Los transposones tienen la facultad de moverse dentro de
una misma molécula o entre diferentes moléculas, de manera que pueden “saltar” de un lugar
a otro del cromosoma, de un lugar a otro del pldsmido y de un plasmido al cromosoma o a la
inversa por un mecanismo de recombinacién que, en general, no requiere homologia. A este
movimiento se le da el nombre de transposicién y tiene lugar gracias a la transposasa. Los
transposones pertenecen a una familia de elementos mdviles denominados elementos
transponibles que ademds de a éstos engloban a unos pequefios elementos cripticos
denominados secuencias de insercion y a los bacteriéfagos transponibles como el bacteriéfago
K. En realidad las secuencias de insercidn serian los transposones mds pequefios y, como
éstos, tienen dos repeticiones invertidas cortas en cada uno de los extremos (IR) y una o varias
pautas abiertas de lectura (orF) que codifican la transposasa; la diferencia entre ambos estriba
en que los transposones codifican al menos una funcién que modifica el fenotipo de la célula
de una forma predecible (un transposén de resistencia, por ejemplo, codifica resistencia a un
tipo de antimicrobianos).

Los transposones tienen entre 0,7 y 40 kb de tamaio y existen dos tipos distintos, los
compuestos y los complejos. Los transposones compuestos constan de una secuencia central
de ADN, que no tiene capacidad intrinseca de transposicién, y que en los transposones de
resistencia corresponde a un gen de resistencia, flanqueada por dos secuencias de insercion

iguales o muy semejantes, que pueden estar orientadas en un mismo sentido o en sentido
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inverso, y para transponerse sélo necesita que una de ellas codifique una transposasa. Las
secuencias repetidas e invertidas son reconocidas por la transposasa que, por lo tanto, puede
movilizar todo el conjunto. Los transposones compuestos mas conocidos son el Tn5 y el Tn10
gue codifican, respectivamente, resistencia a aminoglicdsidos y a tetraciclina y que estdn muy
extendidos entre enterobacterias (Figura 4). Los transposones complejos no tienen IS en los
extremos sino, directamente, secuencias de repeticién invertidas y parecen tener mucha mds
antigliedad que los transposones compuestos y ser el resultado de multiples recombinaciones
que dan lugar a un elemento mas compacto y mas facilmente transponible. Los transposones
complejos también estan muy difundidos entre enterobacterias y entre ellos estan Tn1y Tn3
que determinan resistencia a ampicilina, Tn21 que codifica resistencia a estreptomicina y
sulfamidas y Tn1721 que codifica resistencia a tetraciclina (Figura 3). El potencial de este
mecanismo para movilizar genes de resistencia es muy considerable, sobre todo entre

plasmidos, pues las IS estan muy extendidas a lo largo del genoma.

Insertion sequences

IR IR

— D

FDOR l FDR
ANy BNA

|

transposase

Transposons

Composite transposons, e.g. Tns

R ISS0L IR R ISS0R IR
FOR FDR
1 neo R ANA l
' avYaYa = WS
l RNA l
neomycin phosphotransferase fransposase
Transposons lacking terminal ISs, e.g. TNA
IR res IR
FDR npA tnpR AR FDR
' ' (a¥a'
AN
NI\
+ ¢ ‘
lransposase resolvase beta-
lactamase

Figura 4: Representacion esquematica de una secuencia de insercidn, un transposén
compuesto y un transposén complejo
(http://www.personal.psu.edu/rch8/workmg/TranspositionCh9.htm)
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Se conoce un tercer tipo de transposones, los transposones conjugativos, que son los que
pueden transferirse por si mismos pues disponen de la maquinaria necesaria para realizar esta
funcién. Los transposones conjugativos, a diferencia de los pldsmidos, no pueden
autoreplicarse pero si que pueden integrarse en el cromosoma por un sistema semejante al de
los ISCR Los transposones conjugativos son uno de los principales responsables de Ia
diseminacion de resistencia a antibidticos en grampositivos y uno de los representantes mas
ilustrativos es el del transposén de resistencia a tetraciclinaTn916 (Livermore 2003, Boerlin el

al 2003, Bennett 2008, Cantén Moreno et al 2005).

3) INTEGRONES Y CASETES GENICOS

Los integrones no son, estrictamente, elementos moviles pero si movilizables por otros
elementos como transposones. Los integrones fueron descritos por primera vez en la década
de los 80 del pasado siglo y hoy se sabe que estan extendidos, sobre todo en gramnegativos, y
gue desempefian un papel esencial en el desarrollo, seleccién y diseminacion de
multirresistencias, debido a su singular capacidad para agrupar y expresar genes de resistencia
a los antimicrobianos con poco coste biolégico para la bacteria por su relativo pequefio
tamanfio. Los integrones son sistemas de captura de genes que emplean una recombinacién
sitio-especifica en lugar de una transposicién. Engloban una plataforma de recombinacion
especializada que incluye un gen (Intl) que codifica una integrasa (enzima de recombinacion
especifico de la familia de las tirosin recombianasas) y otra secuencia (attl) en la que se
incorporan los genes en forma de casetes génicos por la accion de la integrasa. Los casetes
génicos son unidades discretas que consisten en un gen seguido en el extremo 3’ de un lugar
de recombinacidn, llamado elemento de 59 pares de bases o attc, que son repeticiones
invertidas largas de secuencia y estructura variables. Los casetes génicos se consideran
elementos moviles, a pesar de no codificar ninguna proteina implicada en su movilidad. Los
casetes génicos pueden existir libres como moléculas circulares cerradas covalentemente
generadas por escision mediada por la integrasa; se trata de un estado intermedio que se
origina cuando los genes se trasladan de un integrén a otro o cambian de posicion dentro de
un mismo integron.

Existe una gran variedad de casetes génicos que pueden hallarse en los integrones, de los
cuales los de resistencia suponen alrededor de un 10 por ciento. El resto de casetes génicos
codifican proteinas cuyas funciones en muchos casos se desconocen y en otros estan asociadas
a virulencia, funciones relacionadas con fagos, sintesis del sistema toxina-antitoxina,
modificacion del ADN, etc.,, lo que sugiere que los integrones podrian contribuir

sustancialmente al potencial adaptativo de las bacterias (Carattoli 2001, Boucher et al 2007).
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Hasta el momento se conocen cinco tipos de integrones que intervienen en la difusién de
genes de resistencia y que se distinguen entre si por la integrasa que codifican, siendo los de
clase 1 los mas prevalentes en aislados clinicos, sobre todo de enterobacterias. Los integrones
de clase 1 constan de dos regiones altamente conservadas, la regiéon 5'CS y la region 3'CS y
entre ambas una regién variable en la que se insertan los casetes génicos (figura 5). En la
region 5’CS se encuentra el gen intl/l, attl, un promotor comun para todos los genes casete
(P1) y aveces un segundo promotor mas fuerte. En el extremo 3’CS suelen encontrarse el gen
gacEA1 que confiere resistencia a los compuestos de amonio cuaternario y el gen sull que
confiere resistencia a sulfamidas (Carattoli 2001, Bennett 2008, Sabaté y Prats 2002, Fluit y
Schmitz 2004, Mazel 2006), aunque hay integrones defectivos en la regién 3’'CS y otros
descritos mas recientemente, asociados a sul/3, que en el extremo 3’ tienen la estructura gacH-
I1S440-sul3, (Antunes et al 2007, Pérez Moreno et al 2009, Saenz et al 2010). Los casetes
génicos siempre estdn orientados en un mismo sentido, siendo el extremo 5’ el mds cercano a
intl1. El orden de los casetes génicos en el integrdn indica el orden en que fueron insertados,
siendo el mas cercano a 5'CS el que primero se incorpord. Los casetes mas cercanos al
promotor son los que mas se expresan.

Los integrones de clase 2 se encuentran en el Tn7 y en derivados de éste; el segmento
conservado 5’ es muy parecido al de los integrones de clase 1, el segmento 3’ no contiene
genes de resistencia sino 5 genes implicado en la transposicion y el segmento intermedio casi
siempre tiene la misma composicién, dfrAl-sat-aadAl. Sélo se conoce un integron de clase 3
que contiene el casete génico blaywp.1, que codifica una carbapenemasa (Carattoli 2001,
Bennett 2008, Sabaté y Prats 2002, Fluit y Schmitz 2004).

Un cuarto tipo de integrén, que alberga cientos de casetes génicos y esta asociado a Intl4, es el
descrito en el cromosoma de Vibrio cholerae, que se ha visto que contiene una “isla de
integrones” que consiste en agrupaciones de secuencias repetidas invertidas separadas por
potenciales genes de virulencia en forma de casetes génicos. Esta estructura se ha localizado
en cepas de Vibrio ancestrales de la era preantibidtica y se cree que Intl4 podria ser el
precursor del resto de integrasas que se habrian adaptado para adquirir genes de resistencia
en un pasado mucho mas reciente (Carattoli 2001). Este ultimo integrdn, al igual que el de
clase 5 que esta ubicado en un transposén compuesto localizado en un plasmido de Vibrio
salmonicida, se identificd por su implicacién en el desarrollo de resistencia trimetoprim, en el

género Vibrio (Mazel 2006).
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5-CS 3-CS

sull HORFES

Resistance gene 2

intl1

sull LHORFS

Pint

Figura 5: Representacidon esquematica de un integron de clase 1 y de un modelo de adquisicion
de casetes génicos. En la figura se muestra el proceso por el cual un casete génico circular (gen
de resistencia 2) es insertado en el sitio att/ en un integron de clase 1 que ya contenia otro
casete génico (gen de resistencia 1). Los genes y pautas de lectura abierta (orf de open reading
frames) de los extremos 5'CS y 3’CS estdn representados por rectangulos. Los rectangulos
grises corresponden a casetes génicos y las barras verticales negras a los sitios de
recombinacidn attc. P, y P, son los promotores asociados al integron y P, es el promotor del
gen de la integrasa (int/1). Los genes qacEA1 y sull del extremo 3’CS confieren resistencia a
sulfamidas y compuestos de amonio cuaternario, respectivamente. (Carattoli 2001)

Se han descrito mdas de 60 casetes génicos de resistencia que pueden estar ubicados en la
region variable de los integrones, siendo los mas frecuentes los que codifican resistencia a
aminoglicosidos y a trimetoprim (unas de las primeras familias de antimicrobianos en ser
introducidas en la practica clinica) aunque también los hay que confieren resistencia a otros
antimicrobianos como cloranfenicol, B-lactdmicos, rifampicina, eritromicina, fosfomicina y
lincomicina (Partridge et al 2009).

Los integrones estan evolucionando constantemente (de hecho en los integrones complejos se
han localizado genes de resistencia a cefalosporinas de amplio espectro y determinantes gnr)
para proveer a las bacterias de herramientas que les hagan resistentes a modernos
antibidticos, a pesar de que su composicidon es mas estable de lo que en un principio se habia
previsto y resulta intrigante que algunos de los genes de resistencia de mayor difusién como

los que codifican las B-lactamasas de la familia TEM o sul2 no estén asociados a integrones,
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mientras que si lo estan blaoya, blapse y sul3 que son mucho menos frecuentes. Probablemente
los integrones se originaron a partir de bacterias ambientales y se diseminaron a un amplio
abanico de hospedadores, tanto comensales como patdgenos de humanos y animales, por
transferencia horizontal gracias a su asociacién con transposones ubicados en pldsmidos de
resistencia. El uso generalizado de compuestos de amonio cuaternario en el medio hospitalario
y en la vida cotidiana podria haber sido un factor decisivo en la evolucidén de estos elementos

genéticos (Boucher et al 2007).

4) TRANSFERENCIA DE GENES MEDIADA POR ELEMENTOS ISCR

Ademads de de los transposones de resistencia y los casetes génicos Ultimamente se ha
reconocido al menos un tercer sistema de recombinacién que contribuye al ensamblaje de
multitud de genes de resistencia en los plasmidos bacterianos, se trata de unos elementos
genéticos méviles denominados ISCR. Son pequeiias secuencias cripticas de un tamano similar
al de las IS, que como éstas pueden transponerse pero por un mecanismo diferente llamado
transposicion en rolling circle. Los ISCR (de insertion sequence y common region por su
semejanza con las IS y el hecho de que inicialmente se pensara que su nimero era muy
limitado) contienen un gen transposasa-like pero carece de las tipicas secuencias IR en sus
extremos y en su lugar estdn flanqueados y delimitados por las secuencias orilSy terlS que
determinan los sitios de inicio y terminacién de la replicacion y transposicién. Se cree que
pueden insertarse de forma aleatoria en el ADN bacteriano y que su mecanismo final de
replicaciéon no es muy exacto, lo que permite la movilizacidon de secuencias adyacentes a estos
elementos que pueden incluir genes de resistencia (Bennett 2007, Boerlin 2008). Parece que
los ISCR, que pertenecen a una familia inusual de IS denominada 1S91, han desempefiado un
papel clave en la reciente emergencia y diseminacidon de algunas B-lactamasas de espectro
extendido y de determinantes gnr, particularmente por su asociacién con integrones
complejos (Sabaté y Prats 2002. Wang et al 2003. Quiroga et al 2002), dando lugar a
agrupaciones de genes de resistencia a los antimicrobianos que no hubieran sido posibles con
el Unico concurso de los integrones clasicos.

Los integrones complejos tienen dos caracteristicas fundamentales: aproximadamente la
mitad de su estructura corresponde a un tipico integrén de clase 1 con las regiones 5'CS y 3’CS
y la regidn variable seguida de una copia de ISCR1 y a continuacién otra region variable con
genes de resistencia (generalmente blacyy, blapua, blacx.wm, gnrA, gnrB) que no estan en forma

de casetes génicos y una segunda copia de 3’CS (Toleman et al 2006 (a), (b)).
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Figura 6: Esquema de la estructura del integrén complejo In37 identificado en un aislado
clinico de Escherichia coli en Shanghai (Strahilevitz et al 2009)

El acoplamiento de los distintos mecanismos de transferencia horizontal de resistencia a los

que nos hemos referido hasta ahora dota a las bacterias de una maquinaria genética

extraordinariamente flexible y poderosa que permite que los pldsmidos puedan proveerse de

una gran variedad de genes de resistencia y ensamblarlos: los casetes génicos pueden

insertarse en integrones que a su vez forman parte de transposones portados por plasmidos

(figura 7). El transposén Tn21, portador de un integrén encontrado en un plasmido en una de

las primeras cepas de E. coli multirresistentes en la década de los 60, es uno de los primeros

ejemplos. La actividad de los ISCR puede incorporar nuevos genes de resistencia al sistema por

la interaccién con secuencias del integrén y el complejo en su conjunto puede ser transferido

de una bacteria a otra (Bennett 2008),

Antibiotic resistance genes
— -_—

Acquisition of resistance genes

/ N\

transposons gene cassettes

|

— T —
integrons

/

Resistance plasmids

Figura 7: Esquema de la incorporacion de
genes de resistencia a un plasmido
mediada por integrones y transposones
(De Carattoli, 2003)
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5) ISLAS GENOMICAS

Las islas gendmicas son elementos discretos de ADN con tamanos de entre 10 y 500 kb,
presentes en ciertas cepas de una especie pero ausentes en otras, y que confieren notables
ventajas adaptativas para ocupar nichos ecoldgicos. Muchas islas gendmicas se asemejan a
enormes transposones atipicos, que se insertan preferentemente en o cerca de ciertos genes
cromosomicos (como p. ej., genes de ARNt), que estan enmarcados por secuencias cortas
repetidas (similares a las que usan ciertos fagos, como el fago A), y que de hecho codifican una
enzima de tipo integrasa como la del propio fago A. Algunas de estas islas, a su vez, pueden
transferirse activamente a otras células se cree que mediante bacteriéfagos o en ocasiones de
forma activa al poseer genes que codifican sistemas de transferencia y que permitan que no
solo se transfiera la isla gendmica sino también fragmentos cromosdmicos. Las islas gendmicas
son de varios tipos en funcion de la ventaja adaptativa que confieren a las cepas que las
albergan, asi existen islas de patogenicidad, de simbiosis, metabdlicas o de resistencia. Entre
las islas gendmicas de resistencia mas conocidas por su papel para la diseminacién de
resistencias estan la SGI1 (Salmonella Genomic Island 1) a la que nos referiremos mas adelante
y el SCCmec (Staphylococcal cassette chromosome) en el que se localiza el gen mecA que
codifica una PBP de baja afinidad y es responsable de la resistencia de Staphylococcus aureus a
la meticilina. Las islas gendmicas cumplirian un papel semejante al de los pldsmidos
conjugativos en la transferencia horizontal de resistencias, pero con ciertas ventajas como, por
ejemplo, el hecho de encontrarse integradas en el cromosoma del hospedador hace que no
necesiten estar constantemente replicandose para asegurar su mantenimiento en la célula,
ademads de que sélo es necesaria una copia de la isla gendmica por genoma. Todo ello,
redunda en un menor coste energético para la célula hospedadora con respecto al coste

requerido por un plasmido. (Boerlin et al 2008, Juhas et al 2009).
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MECANISMOS BIOQUIMICOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS
EN BACTERIAS GRAMNEGATIVAS

Existen mds de 15 clases de antibidticos, cuyas dianas estan implicados en funciones
fisiolégicas o metabdlicas esenciales para la célula bacteriana (tabla 1) y ninguno de ellos ha

podido hasta el momento soslayar el fendmeno de la resistencia (Levy y Marshall 2004).

Tabla 1: Mecanismos de accion de los antimicrobianos

Mecanismo de accion Familias de antibidticos
Interferencia con la sintesis de la pared B-lactdmicos (penicilinas,
bacteriana cefalosporinas, carbapenemes,

monobactamicos), Glicopéptidos
(vancomicina, teicoplanina), fosfomicina

Inhibicion sintesis proteinas

e Uniodn a la subunidad 50S del ribosoma Macrdlidos, ketdlidos, lincosamidas,
estreptograminas, cloranfenicol,
oxazolidinonas.

e Unidn a la subunidad 30S del ribosoma Aminoglicésidos, tetraciclina

e Unién a la isoleucil-tRNA sintetasa Mupirocina

Inhibicidn sintesis de acidos nucléicos

e Inhibicion sintesis DNA Quinolonas
¢ Inhibicidn sintesis tRNA Rifampicina

Inhibicion competitiva de la sintesis acido félico

¢ Inhibiciéon competitiva dihidropteroico Sulfonamidas
sintetasa
e Inhibicién dihidrofolato reductasa Trimetoprim
Disrupcion de la membrana bacteriana Polimixinas, daptomicina
Otros Metronidazol, nitrofurantoina

Los mecanismos bioquimicos responsables de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos
son también muy variados y los genes que los codifican pueden encontrarse tanto en el
cromosoma como en elementos modviles del genoma bacteriano. Algunos de estos

mecanismos afectan especificamente a un solo tipo de compuestos, mientras que otros
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afectan a varios grupos de antimicrobianos simultdaneamente. A continuacién describimos los
diferentes mecanismos involucrados en la resistencia adquirida a antibacterianos en bacterias

granmegativas, que también se resumen en la tabla 2 y se ilustran en la figura 8.

Tabla 2: Principales mecanismos de resistencia adquirida a antimicrobianos en
gramnegativos

Antimicrobiano

Tipo resistencia

Mecanismo resistencia

Base genética

B-lactamicos

Disminucion penetracidn
Expulsién activa
Modificacion antimicrobiano

Cambios en la permeabilidad membrana

Hiperexpresién bombas expulsion multidroga

Desrepresion o hiperproduccion AmpC
Produccidn B-lactamasas adquiridas

Mutacion
Mutacion
Mutacion
Transferencia horizontal

Aminoglicésidos

Disminucion penetracion
Expulsion activa
Modificacion diana
Modificacion antimicrobiano

Cambios en la permeabilidad membrana

Hiperexpresién bombas expulsion multidroga

Metilacién RNA ribosémico
Enzimas modificadores aminoglicésidos

Mutacion
Mutacion
Transferencia horizontal
Transferencia horizontal

Quinolonas Expulsidn activa Hiperexpresién bombas expulsion multidroga Mutacion
QepA, OgxAB Transferencia horizontal
Modificacién diana Alteraciones topoisomerasas Mutacion
Proteccion diana Proteinas familia Qnr Transferencia horizontal
Modificaciéon antimicrobiano Acetilasa Aac(6’)-1b-cr Transferencia horizontal
Tetraciclina Expulsién activa Hiperexpresién bombas expulsion activa Transferencia horizontal

Modificacién de la diana

especificas o multidroga
Modificacion ribosoma (TetM o TetO)

0 mutacion

Cloranfenicol

Expulsién activa
Modificacion antimicrobiano

Transportadores membrana (CmlA, FloR)
Acetiltransferasas del cloranfenicol (CAT)

Transferencia horizontal
Transferencia horizontal

Trimetoprim

Modificacién diana
Hiperproduccién diana

Alteracién dihidrofolatoreductasa
Hiperproduccién dihidrofolatoreductasa

Transferencia horizontal
Mutacion

Sulfamidas

Modificacién diana
Hiperproduccién diana

Alteracién dihidropteroatosintetasa
Hiperproduccién dihidropteroatosintetasa

Transferencia horizontal
Mutacion
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Figura 8: Mecanismos de resistencia en Gramnegativos y antibiéticos afectados (de Peleg AY y

Hooper DC 2010)

Disminucion de la permeabilidad

Todas las bacterias gramnegativas tienen una membrana externa que debe ser atravesada por

los antimicrobianos para alcanzar

la membrana citoplasmatica. La penetraciéon de los

antimicrobianos tiene lugar a través del lipopolisacarido o de las porinas que son canales

hidréfilos. La disminucidn del nimero de estas porinas o su alteracidn estructural disminuye

la penetracién de los antimicrobianos y puede conferir resistencia de bajo nivel y contribuir a

un aumento franco de la resistencia

cuando coexiste con otros mecanismos. Se trata de un

mecanismo que puede afectar a varias moléculas hidréfilas (como sucede en el caso de la

pérdida de porinas en las enterobacterias -OmpF en Escherichia coli- que compromete a

aminoglicdsidos, quinolonas y B-lactdmicos) o a un solo grupo de compuestos como ocurre con

la pérdida de OprD que confiere resistencia a carbapenemes en Pseudomonas aeruginosa.
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Eliminacion activa (Sistemas de expulsion activa)

La expulsidn activa como un mecanismo de resistencia a los antimicrobianos fue inicialmente
descrita en las tetraciclinas (MacMurry el al 1980), pero en la actualidad es uno de los
mecanismos mas estudiados y se sabe que es uno de los mas extendidos.

Los microorganismos poseen unas proteinas situadas en la membrana citoplasmatica que
actian como bombas de expulsiéon dependientes de ATP bombeando al medio externo los
antimicrobianos que han penetrado en su interior y cuya sobreexpresién confiere resistencia,
habitualmente de bajo nivel, a los antibiéticos y biocidas. La mayoria de estas proteinas se
agrupan en cinco familias diferentes : RND (resistance-nodulation-cell division), MF (major
facilitator), SMR (staphylococcal/small multidrug-resistance), ABC (ATP-binding-cassette) y
MATE (multidrug and toxic compound strusture) (figura 9) y puede distinguirse entre las que
constituyen un sistema de eflujo de un Unico componente (como la de los sistemas
transportadores de tetraciclina), que generalmente poseen un limitado perfil de sustrato, vy las
que requieren de dos proteinas adicionales (una proteina que actia como canal para expulsar
al antimicrobiano y otra que actua como proteina acopladora) para ejercer su funcién y que
suelen ser bombas de expulsién multidroga. Los genes que codifican estas proteinas son

cromosdémicos y suelen formar parte de un mismo operon.

RND
Family

MATE MFS SMR
Family i Family

|
|
|
I ABC
|

benzalkonium |
|
|
|
|
|
|

Superfamily

aminoglycosides cetrimide
fluoroquinolones chlorhexidine

muchm. : pmf-ulno/ —
Membranel N!. 0-%
o

H’
Figura 9: Comparacidn esquematica de las cinco familias de bombas de expulsién
( Piddock 2006)

Entre los principales sistemas de expulsidn activa multidroga que se encuentran en bacterias
gramnegativas de importancia clinica estdn MexAB-oprM (B-lactdmicos y fluoroquinolonas),
MexCD-OprJ (cefepime), MexEF-OprN (fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprim, triclosan,
imipenem), MexJK-OprM (ciprofloxacino, tetraciclina, eritromicina, triclosan), MexVW-OprM
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(fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina, bromuro de etidio y acriflavina) y
MexXY-OprM (aminoglicdsidos vy tigeciclina), todas ellas pertenecientes a la familia RND, en P.
aeruginosa; AdeABC en Acinetobacter baumanii (aminoglicdsidos, fluoroquinolonas,
tetraciclina, cefotaxima, cloranfenicol, eritromicina vy trimetoprim) o AcrAB-TolC
(fluoroquinolonas, B-lactdmicos, tetraciclina, cloranfenicol, acriflavina y triclosan) en E. coli y K.

pneumoniae (Piddock LIV et al 2006, Alekshun et al 2007).

Se conocen mas de 20 sistemas de bombas de eflujo para tetraciclina que se han englobado en
seis grupos y que se encuentran tanto en bacterias grampositivas (TetK, TetL, TetP, TetV, TetZ,
Tet33) como gramnegativas (Tet A-L, TetY, Tet30, Tet31, Tet34, Tet35, Tet39). La expresion de
las proteinas del grupo 1, entre las que se encuentra TetG, caracteristica de las cepas de
Salmonella Typhimurium 104 portadoras de SGI1, es controlada por el transcriptor represor
TetR. El antibidtico inactiva el represor y permite la expresion de la bomba de eflujo. La sintesis
de las bombas TetK y TetL de grampositivos es inducida por tetraciclinas mediante

mecanismos de atenuacion de la transcripcidn y reiniciacion.

En el caso de las quinolonas se ha descrito recientemente la existencia de una bomba de
expulsién activa denominada Qep A (quinolone efflux pump) dependiente de protones que
confiere resistencia a quinolonas hidrofilicas como norfloxacino, ciprofloxacino o
enrofloxacino, con aumentos de entre 32 y 64 veces la concentracion minima inhibitoria. Esta
proteina, aparentemente poco prevalente, esta codificada por el gen gepA que parece estar
insertado en alglin elemento transponible junto con un gen que codifica una metilasa
ribosomal de aminoglicésidos. (Poirel et al 2008). OgxAB es otra bomba de expulsion,
codificada por los genes ogxA y ogxB, que confiriere resistencia al promotor de crecimiento
oleaquindox y también a fluoroquinolonas y cloranfenicol. Se describié originalmente en un
pldasmido conjugativo de aislados de E. coli porcinos y mas tarde en aislados humanos y en el
cromosoma de Klebsiella pneumoniae, a partir del cual podria haberse movilizado (Kim et al

2009).

Se conocen al menos ocho sistemas de expulsién especificos para anfenicoles (E1-E8). CmlA es
una bomba de expulsidn activa, descrita en la década de los 80, y ampliamente distribuida en
Salmonellas y E. coli de origen animal, que confiere resistencia a cloranfenicol y que es
codificada por el gen cml/A, que a menudo se encuentra ubicado en integrones localizados en
pldasmidos conjugativos en forma de casetes génicos, que tienen la peculiaridad de contar con
su propio promotor y de que su expresion sea regulada por atenuacion translacional. (Bishoff

et al 2005). Incluidas en el grupo E3 estan varias bombas que confieren resistencia a
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cloranfenicol y florfenicol y una de ellas es la codificada por el gen floR (Schwarz et al 2004)
gue se encuentra en el cluster cromosdémico de resistencia de la SGI1 caracteristico de S.
Typhimurium del fagotipo DT104 (Mulvay et al 2006) y que se identificé originalmente en un

plasmido de un aislado acuatico de Pasteurella piscicida (Toleman et al 2006 (b)).

Modificacion del antimicrobiano

Se han descrito un gran nimero de enzimas bacterianos capaces de modificar los antibiéticos,
ya sea degradandolos como ocurre con las B-lactamasas o bien modificandolos como es el caso

de las proteinas modificadoras de aminoglicésidos.

B-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico ocasionando la
perdida de actividad de los compuestos afectados y constituyen el principal mecanismo de
resistencia a P-lactdmicos en bacterias gramnegativas. Se han descrito cientos de variantes
de estos enzimas (que pueden consultarse en www. Lahey.org) que pueden ser de
codificacién plasmidica o cromosémica, producirse de forma constitutiva o inducible, ser
codificadas por genes de dotacién intrinseca o adquirida, tener un amplio o un reducido
espectro de actividad e inhibirse o no por ciertos compuestos especificos (acido clavulanico,
EDTA, cloxacilina o bordnico). Atendiendo a todas estas caracteristicas en 1995 Bush, Jacoby y
Medeiros propusieron una clasificacién funcional que se ha actualizado en 2010 (tabla 6). Las
B-lactamasas también se pueden clasificar en 4 clases moleculares de acuerdo a su secuencia
de proteinas (A, B, C y D). Las B-lactamasas A, C y D poseen una serina en su centro activo,
mientras que las de la clase B son metaloenzimas dependientes de zinc como cofactor (Bush y
Jacoby 2010).

Una estrategia eficaz para eludir la resistencia mediada por algunas B-lactamasas es el empleo

de combinaciones de B-lactdmicos e inhibidores suicidas de las B-lactamasas, moléculas de

estructura muy semejante a la de los B-lactdmicos y que protegen a éstos de la hidrdlisis
inducida por las B-lactamasas bacterianas al unirse de forma irreversible al sitio activo del
enzima y ocasionar su inactivacion permanente. El acido clavuldnico, aislado a partir de
Streptomyces clavuligerus, fue el primero de los inhibidores de B-lactamasas introducido en
clinica hace ya tres décadas y tiene muy poca actividad antibacteriana intrinseca, mientras que
el sulbactam y el tazobactam son sulfonas del acido penicilindnico desarrolladas como

productos sintéticos por la industria farmacéutica algunos afios mas tarde. Los tres
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compuestos son efectivos frente a las B-lactamasas de la clase A y generalmente menos

efectivos o muy poco efectivos frente a las de las clases B, Cy D (Drawz y Bonomo 2010).

Las principales B-lactamasas que encontramos en enterobacterias son:

GRUPO 1 (cefalosporinasas): son enzimas de la clase molecular C, que reciben el

nombre de AmpC, mas activas frente a cefalosporinas que a penicilinas, activas frente
a cefamicinas, habitualmente no inhibidas por acido clavuldnico y codificadas en el
cromosoma de practicamente todas las enterobacterias excepto Salmonella, Klebsiella
y Proteus mirabilis. En muchas enterobacterias como Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Serratia marcescens, Providencia spp. o Morganella morganii su expresion es
baja pero inducible por ciertas moléculas como cefoxitina o imipinem, mientras que en
E. coliy Shigella el enzima no es inducible y su nivel de expresidn es extremadamente
bajo por lo que no confiere resistencia de transcendencia clinica. La hiperproduccidn
de AmpC (rara en E. coli en el que puede deberse a la presencia de multiples copias del
gen o a mutaciones en el gen regulador y bastante mds comun en las especies con
enzimas inducibles en los que surge por mutaciones del locus ampD y puede dar lugar
a mutantes establemente desreprimidos) amplia el espectro de resistencia a todos los
B-lactamicos excepto carbapenemes (Navarro et al 2010). La sensibilidad a
carbapenemes puede llegar a verse afectada cuando coexiste una pérdida de porinas.
También se incluyen en este grupo las cefamicinasas de codificacion plasmidica (CMY,
ACT, DHA, FOX, MI), cada dia mas frecuentes en enterobacterias (Livermore 1995,
Navarro et al 2010).

GRUPO 2 (serin-B-lactamasas de las clases moleculares Ay D)

Subgrupo 2b: enzimas que hidrolizan penicilinas y cefalosporinas de primera y segunda
generacién y son fuertemente inhibidas por acido clavuldnico (ICsy 0,08 uM) vy
tazobactam. Incluye TEM-1, TEM-2 y SHV-1, las B-lactamasas plasmidicas mas
frecuentes en enterobacterias.

Subgrupo 2be: incluye las denominadas B-lactamasas de espectro extendido, enzimas
de amplio espectro inhibidas por acido clavulanico (propiedad que se aprovecha para
su deteccidn fenotipica), que tienen actividad frente a penicilinas y cefalosporinas
(incluidas las de tercera y cuarta generacion) y aztreonam. Hasta el momento se han
descrito mdas de 200 variantes, siendo el grupo mas amplio y el primero en ser
identificado el de las B-lactamasas derivadas de TEM-1, TEM-2 y SHV-1 por la
sustitucidn en uno a algunos aminodacidos, aunque hoy en dia las B-lactamasas de

espectro extendido mas prevalentes y diseminadas sean las de tipo CTX-M que estan
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relacionadas con B-lactamasas cromosdmicas de Kluyvera y que, a diferencia de las
anteriores, hidrolizan con mayor facilidad cefotaxima que ceftazidima. Estos enzimas
se encuentran mayoritariamente en E. coli y K. pneumoniae y mas raramente en otras
enterobacterias como Salmonella, Proteus, Enterobacter o Citrobacter (Bush y Jacoby
2010).

Subgrupo 2br (penicilinasas resistentes a inhibidores): B-lactamasas de amplio

espectro que derivan fundamentalmente de TEM-1 y mdas raramente de TEM-2
(enzimas IRT o inhibitor-resistant-TEM) o de SHV y han adquirido resistencia al acido
clavulanico (ICsp 2 1 uM), sulbactam y tazobactam como consecuencia de mutaciones
en los genes que modifican las B-lactamasas nativas, aunque mantienen una actividad
equivalente o algo inferior a las enzimas del grupo 2b. La sustitucién en uno a mas
residuos de aminodcidos en las posiciones 69, 130, 244, 275 y 276 dan lugar a cambios
estructurales en el enzima que afecta a su afinidad por los inhibidores pero que
producen sélo ligeras modificaciones en su punto isoeléctrico y en su afinidad por
otros B-lactamicos. También se han descrito sustituciones en otras posiciones como la
127, 165, 182 y 261 pero que no parecen contribuir al fenotipo IRT. Los aislados
productores de IRT son resistentes a amoxicilina, intermedios o resistentes a
amoxicilina/clavulanico y generalmente a piperacilina y ticarcilina/ clavulanico pero se
mantienen sensibles a cefalosporinas, cefamicinas, carbapenemes y en la mayoria de
casos a piperacilina/tazobactam. Hasta el momento se han identificado 35 variantes
derivadas de TEM (tabla 4) y 6 derivadas de SHV (tabla 5), fundamentalmente en E. coli
y con mucha menor frecuencia en P. mirabilis y K. pneumoniae. (Chaibi et al 1999,
Lemozy et al 1995, Cantdn et al 2008, Drawz y Bonomo 2010 et al 2010).

Subgrupo 2bre: comprende enzimas denominados CMT (Complex mutant TEM pB-
lactamases), que se han descrito recientemente y que son el resultado de Ia
concurrencia de mutaciones en blary propias de las B-lactamasas de espectro
extendido y de las IRT. Se han identificado en aislados de E. coli P. mirabilis, K.
pneumoniae y E. aerogenes. (Cantén et al 2008, Drawz y Bonomo 2010).

Subgrupo 2c: penicilinasas caracterizadas por hidrolizar carbenicilina o ticarcilina con
una velocidad de al menos el 60% de la velocidad con la que hidrolizan
bencilpenicilinas que son eficazmente inhibidas por acido clavulanico. El principal
representante es PSE-1 que se identifica sobre todo en S. Typhimurium.

Subgrupo 2ce: contiene la carbenicilinasa de espectro extendido descrita

recientemente RTG-4 (CARB-10) con actividad frente a cefepime y cefpirona.
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Tabla 4: B-lactamasas IRT (Inhibitor-resistant TEM) identificadas (Drawz y Bonomo 2010)

B-lactamasas

Aminoacidos en posicién especificada

21

39

69

104 12 130 165

182

221

238

244

261 265

275

276

TEM-1
TEM-30 (IRT-2)
TEM-31 (IRT-1)
TEM-32 (IRT-3)
TEM-33 (IRT-5)
TEM-34 (IRT-6)
TEM-35 (IRT-4)
TEM-36 (IRT-7)
TEM-37 (IRT-8)
TEM-38 (IRT-9)
TEM-39 (IRT-10)
TEM-40(IRT-11)
TEM-44 (IRT-13)
TEM-45 (IRT-14)
TEM-51 (IRT-15)
TEM-54
TEM-58
TEM-59 (IRT-17)
TEM 65 (IRT-16)
TEM-67
TEM-73 (IRT-18)
TEM-74 (IRT-19)
TEM-76 (IRT-20)
TEM-77 (IRT-21)
TEM-78 (IRT-22)
TEM-79
TEM-80 (IRT-24)
TEM-81
TEM-82
TEM-83
TEM-84
TEM-103(IRT-28)
TEM-122
TEM-145
TEM-159
TEM-160

Leu

lle

Phe

Glu

Lys

Lys
Lys
Lys
Phe
Phe

Leu
Val

Leu

Lys

Met

lle

Leu
Val
Leu
Val
lle

Val
Leu

lle

Leu

Leu
Val

Leu

lle
Val

Glu lle Ser Trp

Arg

Gly

Gly

Arg

Va
Va

Cys

Met

Thr

Thr

Leu

Met

Gly

Arg
Ser

Cys

Ser
His
Leu
Ser
Cys
Cys
Cys
Ser

Ser

Gly

His

Val Thr

lle

Met
Met

Arg

Leu

GIn

GIn
GIn

Leu
GIn

Asn

Asp
Asp
Asp

Asp

Asp

Asp

Asp
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Tabla 5: Penicilinasas resistentes a inhibidores derivadas de SHV (Drawz y Bonomo 2010)

B-lactamasa Aminodacido en posicion especificada

35 |69 [130 |140 [146 [187 [192 [193 [234 [238 |240
SHV-1 Leu Met  Ser Ala Ala Ala Lys Leu Lys Gly Glu
SHV-10 Gly Arg Asn Val Ser Lys
SHV-26 Thr
SHV-49 lle
SHV-56 Gln Arg
SHV-72 Val Arg

Subgrupo 2d: incluye B-lactamasas que se distinguen por su capacidad de hidrolizar
cloxacilina u oxacilina a una velocidad mas de 50 veces superior a la velocidad a la que
hidrolizan a las bencilpenicilinas, por lo que reciben el nombre de OXA (OXA-1, OXA-2,
OXA-10), y por hidrolizar también eficientemente carbenicilina y ticarcilina. Son
pobremente inhibidas por acido clavuldnico (ICsq 2 1 puM) y ademas de sobre
penicilinas tienen alguna actividad sobre cefuroxima y cefepime. En la actualidad es el
segundo familia mas amplia de B-lactamasas y una de las mas diseminadas.

Subgrupo 2de: enzimas derivados de OXA-10, identificados sobre todo en P.
aeruginosa en Francia y Turquia, con un mayor espectro de actividad que abarca a
oximino B-lactdmicos pero no a carbapenemes y que en general confieren mayor
resistencia a ceftazidima que a cefotaxima o a aztreonam.

Subgrupo 2df: enzimas de tipo OXA, escasamente inhibidos por clavulanico, capaces
de hidrolizar débilmente carbapenemes. Se encuentran principalmente en
Acinetobacter baumannii, en el que la codificacién acostumbra a ser cromosémica,
aunque también se han identificado enzimas de codificacion plasmidica pertenecientes
a este grupo en Enterobacterias.

Subgrupo 2e: enzimas que se caracterizan por su habilidad para hidrolizar penicilinas,
cefuroxima y cefalosporinas de amplio espectro pero no aztreonam y que son
inhibidas por &acido clavuldanico. Comprende las cefalosporinasas cromosémicas
inducible de P. vulgaris, P. penneriy Citrobacter koseri.

Subgrupo 2f: compuesto por carbapenemasas de la clase molecular A, que son mejor
inhibidos por tazobactam que por clavulanico. Incluye, entre otras, las B-lactamasas
cromosdmicas de la familia SME de Serratia marcescens, IMI-1 y NMC-1 de E. cloacae
y L-2 de Stenotrophomonas maltophilia, que apenas hidrolizan a las cefalosporinas de
amplio espectro pero que si inactivan a aztreonam. También se incluyen algunas de

las enzimas plasmidicas GES y las KPC. Estas ultimas, que inicialmente se identificaron
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en K. pneumoniae, pueden hidrolizar a todos los B-lactamicos, son inhibidas por acido
borénico y discretamente por clavulanico y estan adquiriendo gran relevancia en los
ultimos tiempos pues han producido varios brotes nosocomiales y se estan
diseminando universalmente en varias especies de enterobacterias y otros
gramnegativos (Bush y Jacoby 2010).

GRUPO 3 (Metalobetalactamasas)

Las metalobetalactamasas son un grupo unico de B-lactamasas tanto desde el punto
de vista estructural como funcional. Se diferencian del resto de B-lactamasas en que
requieren de la presencia de un ién de Zinc en el sitio activo del enzima.

- Subgrupo 3a: comprende enzimas que no son inhibidos por clavuldnico pero si por
EDTA, son capaces de hidrolizar todos los B-lactamicos, incluidos carbapenemes, a
excepcion de aztreonam y a menudo se producen junto a otras B-lactamasas. En
este grupo se incluyen ademas de la enzima cromosdémica L-1 de S. maltophilia, las
enzimas de codificacién plasmidica de las familias IMP y VIM que se han
expandido globalmente y que no sélo se encuentran en gramnegativos no
fermentadores, en los que se identificaron originalmente, sino en muchas especies
de enterobacterias a menudo asociadas a integrones. En ocasiones confieren solo
resistencia de bajo nivel a carbapenemes por lo que su presencia puede pasar
inadvertida (Bush y Jacoby 2010). También se incluyen en el grupo las B-lactamasas
NDM descritas recientemente en aislados de K. pneumoniae vy otras
enterobacterias en pacientes procedentes de la India, que tienen unas
caracteristicas similares a las anteriores pero que han adquirido notoriedad debido
a ser practicamente panresistentes (Lascols et al 2011).

- Subgrupo 3b: incluye las carbapenemasas de Aeromonas, cuya caracteristica
diferencial es que hidrolizan mucho mas efectivamente carbapenemes que

penicilinas o cefalosporinas.
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Enzimas modificadores de aminoglicdsidos

Se conocen un gran numero de enzimas modificadores de aminoglicésidos, codificados
generalmente por genes localizados en elementos transferibles, que constituyen el principal
mecanismo de resistencia a estos compuestos en gramnegativos. Los enzimas modificadores
de aminoglicésidos modifican la estructura de estos compuestos por O-fosforilacién
[fosfotransferasas (APH)], O-nucleotidizacion [nucleotidil o adeniltransferasas (ANT) o N-
acetilacion [acetiltransferasas (AAC)] y de este modo los vuelven inactivos al disminuir su
capacidad de unirse al ribosoma. Hasta el momento se han identificado siete fosfotransferasas
mayores [APH (3’), APH (2”’), APH (3”), APH (6), APH (9), APH (4) y APH (7”)], cuatro
adeniltransferasas [ANT (6), ANT (3”’), ANT (4’) y ANT (2”)] y cuatro acetiltransferasas [AAC
(2’), AAC (6), AAC (1) y AAC (3)] y un enzima bifuncional capaz de acetilar y fosforilar [AAC (6’)-
APH (2”)] que suele expresarse en aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.
Una misma enzima puede modificar diferentes aminoglicésidos y, a la inversa, un mismo
aminoglicdsido puede ser modificado por diferentes enzimas, lo que dificulta su deteccién
fenotipica para la que es indispensable incluir una amplia bateria de compuestos, incluidos
algunos de poca o nula utilizacidn clinica. Entre los enzimas responsables de resistencia
adquirida a aminoglicésidos en enterobacterias, los mas frecuentes son APH(3”')-l que confiere
resistencia a estreptomicina, ANT (3”)-l que confiere resistencia a estreptomicina vy
espectinomicina, APH (3’)-I que confiere resistencia de alto nivel a kanamicina y neomicina y
AAC (3)-Il que confiere resistencia de alto nivel a gentamicina, tobramicina y netilmicina y
moderada a kanamicina. Algunas de estas proteinas se producen de forma natural en ciertas
enterobacterias, como AAC (2')-l en Providencia y ACC(6’)-l en Serratia (Navarro et al 2010).
Por ultimo, recientemente se ha descrito una variante plasmidica de la acetilasa AAC(6’)-1b, la
AAC(6’)-lb-cr que puede acetilar quinolonas con un anillo piperazinico, como ciprofloxacino o

norfloxacino, ademas de tobramicina, kanamicina y amikacina (Poirel et al 2008).
Enzima modificador (acetiltransferasa) del cloranfenicol

El principal mecanismo de resistencia a cloranfenicol es la produccion de enzimas
inactivadoras, acetil transferasas, que acetilan la molécula del antibidtico impidiendo su unién
a los ribosomas bacterianos. Este mecanismo es extracromosdmico, mediado por plasmidos.
Determina resistencia de alto nivel y puede ser encontrada en una gran variedad de
microorganismos como Haemophilus spp., Shigella spp.y Salmonella typh (Martinez-Martinez y

Calvo 2010).
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Modificacion de la diana

e La inmensa mayoria de las resistencias clinicamente relevantes a quinolonas son
debidas a alteraciones en las dianas de estos antimicrobianos, la ADN-girasa y la
topoisomerasa |V, provocadas por mutaciones en las regiones QRDR (quinolone-
resistance determining region) de los genes cromosdmicos que las codifican (gyrA y
gyrB para la ADN-girasa y parCy parE para la topoisomerasa V). Estas mutaciones son
resultado de errores de transcripcidon durante la replicacidon del cromosoma y en las
bacterias salvajes se dan con una frecuencia entre 10°y 10°. La resistencia es cruzada
entre los diferentes compuestos del grupo y fenotipicamente se establece de forma
escalonada; la primera mutacidon produce aumentos de 4 a 8 veces la CMI, mientras
gue su efecto es menor con las siguientes mutaciones. Esta primera mutacién suele
afectar a la diana principal que en el caso de los gramnegativos es la ADN-girasa

(Bambeke et al 2005, Ruiz 2003).

e Otro ejemplo de resistencia por modificaciones en la diana, aunque mucho menos
extendido en aislados clinicos, es la resistencia a aminoglicdsidos por genes que
codifican metilasas (RmtA, RmtB y ArmA) responsables de Ila metilacidén
postranscripcional de la subunidad 16S del RNA ribosémico. Se trata de un mecanismo
emergente de resistencia en gramnegativos muy especifico para cada tipo de

aminoglicésidos y que no da lugar a resistencias cruzadas (Rice y Bonomo 2007).

e La actividad antibacteriana de sulfamidas y trimetoprim también puede verse
comprometida por la adquisicion de genes que codifican variantes de los enzimas
dihidropteroico sintetasa y dihidrofolato reductasa, respectivamente, con menor
afinidad por estos antibidticos. Los determinantes de resistencia a sulfamidas mas
prevalentes en aislados de origen humano son sull (intimamente asociado a
integrones de clase 1) y sul2, mientras que sul3 es mas prevalente en aislados de
animales de granja y esta presente en la regién 3’ de algunos integrones atipicos.
También son muy comunes en integrones de clase 1 y 2 los mas de 20 determinantes

dfr responsables de la resistencia a trimetoprim (Alekshun et al 2007).
Proteccion e hiperproduccion de la diana

e El ejemplo mejor conocido de resistencia por proteccion de la diana es la resistencia a
quinolonas especificada por los determinantes plasmidicos gnr descritos inicialmente

en K. pneumoniae y posteriormente en E. coli, Citrobacter, Salmonella, Shigella y otras
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enterobacterias, asi como en otros microorganismos como Aeromonas spp. O
Pseudomonas spp., muchas veces formando parte de integrones complejos. Estos
genes codifican proteinas Qnr (A, B, C, D y S) que pertenecen a la familia de los
pentapéptidos repetitivos y que parecen proteger a la ADN-girasa y a la topoisomerasa
IV de la accidon de las quinolonas. Qnr confiere bajo nivel de resistencia a quinolonas
pero favorece la seleccién de mutantes resistentes por alteraciones en las dianas.
(Martinez-Martinez et al 1998, Ruiz 2003, Poirel 2008, Strahilevitz et al 2009).

Por ultimo, como modelo de resistencia por hiperproduccién de la diana cabe citar el
de la resistencia a sulfamidas por hiperproduccidn de la dihidropteroico sintetasa y a
trimetoprim por hiperproduccién de la dihidrofolato reductasa por mutaciones en el

promotor de los genes que codifican estos enzimas (Rice y Bonomo 2007).
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FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA SELECCION, EMERGENCIA,
DISEMINACION Y PERPETUACION DE LA RESISTENCIA A LOS
ANTIMICROBIANOS

SELECCION

La evolucion de las bacterias hacia la resistencia a los antibidticos, incluida la multirresistencia,
es inevitable pues supone un aspecto general de su evolucién que es ineludible. Un nimero
ingente de bacterias de diversos tipos y origen viven y compiten entre ellas en el universo,
tanto en el medio ambiente como en el hombre o en los animales y cada una de ellas compite
con las demas en su nicho ecoldgico. Cualquier mutacidon o adquisicion de material genético
extraio que provoque un cambio en alguna de sus proteinas podrd permitirle mejorar su
adaptacion o bien tolerar mejor alguna peculiaridad de su nicho ecolégico y, por lo tanto,
gozard de una ventaja selectiva respecto a sus competidores y se multiplicard con mas éxito
gue éstos. Esto es lo que sucede con los microorganismos resistentes a los antibiéticos, con la
particularidad de que la exposicion a antibidticos, es decir la presidon selectiva, se produce en
practicamente todos los nichos.

El uso de antibidticos en si mismo no causa la aparicién de resistencias, que como hemos dicho
es ineludible, pero es, sin lugar a duda, el factor de mayor influencia en la seleccién y
emergencia de cepas bacterianas resistentes a los antibidticos y es evidente que para que se
produzca el fendmeno de la resistencia deben concurrir dos factores: el antibiético que actua
como factor selectivo y el microorganismo que posee el gen de resistencia (O’Brian 2002). Es
importante sefialar que el consumo de antibidticos no sélo incide directamente en la seleccion
de una subpoblacién resistente o de los microorganismos que por algun evento genético han
adquirido genes de resistencia en el individuo tratado (tanto en la flora patégena como en la
comensal), sino que afecta indirectamente al resto de individuos al aumentar el riesgo de que
éstos sean infectados o colonizados por cepas resistentes, de modo que podemos afirmar que
los antibidticos son los Unicos farmacos cuyos efectos indeseables pueden presentarse en
individuos que no los han consumido (figura 10). En consecuencia, se puede considerar que el
problema de la resistencia a los antibidticos tiene una vertiente con implicaciones
clinicas y terapéuticas individuales, pero también otra de implicaciones sociales y de salud
publica. Conviene, asimismo, recordar que el uso de un antibidtico concreto puede seleccionar
la resistencia a otros agentes no relacionados, bien porque estemos delante de bacterias
multirresistentes o bien por la alteracion del equilibrio de los diferentes componentes de la
flora enddgena al inhibir a las especies sensibles al antibidtico y favorecer el crecimiento de

otras resistentes a éste y simultaneamente a otros antibidticos (Lipsitch y Samore | 2002).
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Figura 10: Cuatro mecanismos por los que el tratamiento antibidtico puede crear una presion
selectiva en la poblacion, mostrando efectos directos (aumento de resistencia en los pacientes
tratados (circulos amarillos) frente a los no tratados (circulos blancos)) e indirectos (aumento
de resistencia en otros individuos susceptibles (circulos azules) como consecuencia del
tratamiento especifico de los pacientes). (A) Sobrecrecimiento de una subpoblacién
bacteriana resistente (puntos rojos), que puede ser transmitida a otros hospedadores
susceptibles, en un paciente infectado por una cepa sensible (puntos verdes) predominante
como consecuencia de un fracaso terapéutico. (B) El éxito del tratamiento de un paciente
infectado por una cepa sensible disminuye la capacidad de éste de transmitir la infeccion a
otros individuos susceptibles que, a su vez, tendran mas probabilidad de ser infectados por
patdgenos resistentes. (C) El tratamiento de una infeccion conduce a la erradicacién de la flora
comensal sensible del paciente haciéndole mads susceptible en ciertos contextos (como
durante un brote epidémico) que un paciente no tratado a la adquisicion de una nueva cepa
resistente. (D) El tratamiento de una infeccidn en un individuo previamente colonizado por
bacterias resistentes pude conducir a un sobrecrecimiento de éstas si la flora competidora es
inhibida por el antibidtico y al consiguiente incremento del riesgo del paciente de sufrir una
infeccidon por las bacterias resistentes y del riesgo de otros individuos susceptibles de ser
colonizados (de Lipsitch y Samore 2002)
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El impacto del consumo de antibidticos en medicina humana, tanto en el medio hospitalario
como comunitario, en la aparicidon y seleccidon de resistencias es dificil de evaluar pues
depende de un gran numero de variables, pero existen algunos trabajos que demuestran una
asociacién significativa entre ellos. Asi, por ejemplo, Albrich et al comprobaron que el
porcentaje de cepas de S. pneumoniae resistentes a B-lactdmicos y macrélidos en diferentes
paises de la comunidad europea estaba relacionado con el consumo total de dichos
antibidticos en cada uno de estos paises (Albrich C et al. 2004) y Cuevas et al observaron que
el rapido incremento en el consumo comunitario de levofloxacino, moxifloxacino y
amoxicilina/clavulanico en el estado espariol estaba asociado con un aumento del aislamiento
de E. coli resistente a estos antibidticos en bacteriemias registradas en los hospitales espafioles
integrantes de la red EARSS (Cuevas et al 2011). Sin embargo es en el medio hospitalario, y
particularmente en las unidades de cuidados intensivos, donde se concentra la mayor
densidad de antimicrobianos y también de microorganismos multirresistentes y de huéspedes
vulnerables y, por lo tanto, donde la seleccidn y diseminacion de resistencias se erige como
un problema de especial relevancia (Peleg y Hooper 2010). Otro caso particular dentro de las
instituciones sanitarias lo constituyen los centros sociosanitarios, en los que suelen coexistir
unidades de convalecencia, de cuidados paliativos, de larga estancia, de psicogeriatria y a
veces residencias geridtricas asistidas, y en los que, tanto por las caracteristicas de los
pacientes atendidos (edad avanzada, alto grado de dependencia, instrumentalizacion y
comorbilidad) como por el elevado consumo de antibidticos de amplio espectro, a veces
inapropiado, es muy frecuente la colonizacién y la infeccion por microorganismos
multirresistentes (S. aureus resistentes a meticilina, enterobacterias productoras de B-
lactamasas de espectro extendido, Clostridium difficile) que suponen un importante reservorio
de elementos de resistencia que pueden extenderse a otros centros asistenciales y a la
comunidad (Gudiol F 2010, Bonomo 2000).

Por otra parte, el uso no humano de antibioéticos, principalmente el consumo en animales, y

su presencia en el medio ambiente también pueden contribuir de forma significativa a la

seleccién de resistencias y a su emergencia en patégenos humanos (Torres C et al 2010,
Andnimo. FAO/OIE/WHO 2003).

Aproximadamente el 50% de los antibiéticos empleados en los paises de la Unién Europea son
administrados a animales, con datos muy variables en el consumo total y en los agentes
utilizados entre los diferentes paises de los que se dispone de informacién, que dependen no
solo del tipo de ganado que se cria, sino también de los diferentes habitos de prescripcién o
formulaciones disponibles (Figura 11). Los antibidticos de uso veterinario mas extendido en la

Unidn Europea son tetraciclinas, cotrimoxazol y B-lactamicos (todos ellos empleados en
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medicina humana) y el mayor uso de antibidticos en animales productores de carnes se da en

ganado porcino (Grave et al 2010).
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Figura 11: Cantidades expresadas en miligramos de antibidticos para veterinaria vendidos en
2007 por kilogramo de biomasa de productos de carne de cerdo, aves y vacuno mas peso
estimado de vacas lecheras (Grave K et al 2010).

Estos antibidticos no sélo se han usado para el tratamiento y prevencién de infecciones
bacterianas, sino también como promotores del crecimiento a concentraciones
subterapéuticas, aunque en la Unién Europea (pero no en Estados Unidos ni en otros paises)
su uso con esta finalidad ha quedado totalmente prohibido desde el afio 2006 y anteriormente
ya se habia vetado el de las sustancias con aplicacidn terapéutica en humanos y veterinaria.
Uno de los ejemplos mas ilustrativos de la seleccion de patégenos resistentes a los antibidticos
provocada por el empleo de éstos como promotores del crecimiento fue la emergencia de
Enterococos resistentes a glicopéptidos relacionado con el uso de la avoparcina (un analogo de
este grupo de antibidticos) que se constatd no sélo en los animales a los que se les habia
suministrado, sino también en la flora fecal de humanos sanos y de mascotas. Respecto al uso
terapéutico de antibidticos en veterinaria, si bien en términos relativos es mucho menor que
en humanos, las particulares condiciones de administracion en algunos animales de granja
como aves y cerdos (tratamientos orales prolongados, a veces a dosis subterapéuticas, a un
gran numero de individuos) favorecerian la seleccién de aislados resistentes. El impacto
ejercido por el uso de antibiéticos en animales en la seleccidén de resistencias en patégenos
humanos es evidente en bacterias causantes de zoonosis como Campylobacter y Salmonella

gue se transmiten al hombre primordialmente a través de la ingestion de productos carnicos
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contaminados y que suelen presentar resistencia a los antibioticos empleados en los animales
de los que proceden (quinolonas en pollos y tetraciclina en pollos y ganado porcino)
(Ungermarch et al 2006, Van de Bogaard et al 2000), pero también en otras especies que
forman parte de la flora comensal intestinal de los animales destinados a consumo, que se ha
demostrado que es un importante reservorio de E. coli productor de B-lactamasas de espectro
extendido, sobre todo CTX-M, y AmpC plasmidicas (Brifias et al 2003, Carattoli 2008).
Antibiéticos como la estreptomicina y las tetraciclinas también se aplican como pesticidas en
agricultura y otros como florfenicol, trimetoprim o sulfadiazinas en acuicultura. La presion
selectiva del uso de antibidticos en estos ambitos se ve ademds agravada por otra
circunstancia, como es la excrecion de antibidticos no degradados al medio ambiente que, por
lo tanto, contindan ejerciendo su presién selectiva en una segunda fase “post-tratamiento” de
una forma incluso mas eficaz pues estan muy diluidos y el tiempo disponible para la seleccién
de resistencias es mucho mayor (Levy et al 2002, Baquero et al 2008).

Por dltimo, ademas de los antibidticos existen otras sustancias con actividad antibacteriana
gue se encuentran en multitud de productos utilizados en limpieza doméstica o como
desinfectantes entre los que destacan el triclosan y los compuestos de amonio cuaternario y
se ha demostrado que a menudo la resistencia a estos agentes es cruzada con la resistencia a
algunos antimicrobianos, como sucede en el caso de la sobreexpresién de la bomba de flujo
AcrAB de E. coli (Levy 2002) y es posible que su uso generalizado haya favorecido la seleccién
de bacterias portadoras de integrones de tipol que tipicamente poseen genes implicados en la
resistencia a los compuestos de amonio cuaternario (Baquero et al 2008).

Conviene sefialar que no todos los antibidticos tienen la misma capacidad para seleccionar
resistencias (las quinolonas son uno de los agentes mds proclives a la coseleccién de
resistencias por su capacidad para inducir la expresion de bombas de flujo y activar el sistema
S0S) y la importancia no sélo del consumo global de antibiéticos sino también de su
dosificacidon y pautas de administracién. El tratamiento antibidtico dptimo debe reducir al
maximo la probabilidad de que se selecciones mutantes resistentes, lo cual ocurre con mas
facilidad a concentraciones subterapéuticas, y por lo tanto debe cumplir los siguientes
requisitos: (a) administrarse de forma temprana para impedir el aumento del indculo y la
formacién de biofilms; (b) permitir alcanzar concentraciones en el lugar de la infeccién por
encima de la concentracién preventiva de aparicion de mutantes (concentraciéon de
antibidtico a la cual ningin mutante puede crecer cuando se testa in vitro a una concentracion
de 10" bacterias y que seria la concentracién de antibidtico que restringiria la emergencia de
mutantes resistentes de “primer escaléon” en una poblacidn sensible) para inhibir tanto a la

poblacién sensible como a la que presenta algun nivel de resistencia y (c) evitar y limitar el
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tiempo en que la concentracién del antibidtico en el lugar de la infeccidén se encuentra dentro
de la ventana de seleccion de mutantes (concentracion justo por encima de la CMI que
inhibiria a las bacterias sensibles pero permitiria multiplicarse a los pocos mutantes
espontaneos de la poblacion bacteriana infectante) para disminuir la posibilidad de que se

seleccione la subpoblacidn resistente (Peterson 2005, Canton y Morosini 2011).

EMERGENCIA CLINICA

Hasta que los pacientes empezaron a poder ser tratados con antibiéticos, hace unos 65 afos,
apenas se encontraban genes de resistencia en las bacterias que les causaban infecciones. Sin
embargo, muy poco después de que cualquier antibidético comience a ser usado emerge algin
o algunos genes que confieren resistencia a éste, lo que significa que el gen de resistencia, sea
cual sea su origen (bacterias ambientales o saprofitas), se ha diseminado lo suficiente como
para alcanzar a una cepa de una especie con significacidn clinica que fue aislada y reconocida

como resistente en un laboratorio clinico. (O’Brien. 2002)

DISEMINACION

Una vez producida la emergencia y seleccién de bacterias resistentes su diseminacidon puede
tener lugar a dos niveles distintos, el nivel de la bacteria (diseminacion clonal) o el de los
vectores de resistencia (diseminacion horizontal), que coexisten en la naturaleza y que
presentan un efecto exponencial al asociarse con la duplicacidon del DNA (Courvalain 2005).
Diseminacion clonal

Cuando un gen de resistencia emerge en el cromosoma de una bacteria, su diseminacion sera
clonal y depende principalmente de las caracteristicas de la cepa en cuestidn, del coste que le
supone la emergencia de la resistencia, y de su capacidad de adaptacién a diferentes
ecosistemas. La diseminacidn clonal de resistencias se vera facilitada en escenarios en que hay
una elevada presién antibidtica y en los que el clon resistente, una vez que colonice a nuevos
huéspedes, seguira disfrutando de una ventaja selectiva frente a los clones sensibles, a los
que podra desplazar. Esta es la situacién que se da en las explotaciones avicolas y ganaderas
intensivas, en las unidades de cuidados intensivos o en los centros sociosanitarios en los que,
por otro lado, la transmisién cruzada entre pacientes a través de las manos del personal
sanitario magnifica la dispersién de los clones resistentes, mientras que en la comunidad la
cadena alimentaria, el hacinamiento y los viajes son los que facilitan la dispersion. La
diseminacién de las resistencias puede circunscribirse al ambito local o en algunos casos
alcanzar una distribucién mucho mas amplia, como sucede con algunos clones epidémicos que

se han diseminado internacionalmente con gran éxito, como los clones USA 400 y USA 300 de
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S. aureus resistentes a meticilina de adquisicion comunitaria, K. pneumonie del serotipo K25
productora de SHV-4, S. Typhimurium pentarresistente del fagotipo DT104, con los
neumococos resistentes a penicilina del serotipo 23F o con las cepas de E. coli del clon
015:K52:H1 productoras de CTX-M-15. Las razones para el éxito de la diseminacién de estos
clones no han podido ser totalmente aclaradas, pero se cree que algunos de los factores
podrian ser: un aumento de su capacidad de adherencia a las células del huésped o al material
protésico, una mayor tolerancia a la desecacién y resistencia a los desinfectantes, una mayor
virulencia y una mejor adaptacion al coste bioldgico de la resistencia y una mayor habilidad
para traspasar barreras ecoldgicas (Livermore 2003, Rasmusen et al 2005, Cantén y Coque

2006, Martinez et al 2002).

Diseminacion horizontal de resistencias

La transferencia horizontal de genes de resistencia mediada por plasmidos, transposones,
integrones o ISCR, a la que ya nos hemos referido anteriormente, ha dado lugar a lo que se ha
dado en llamar la epidemia de los genes y aumenta espectacularmente la probabilidad de
diseminacion de genes de resistencia y el espectro de bacterias y nichos ecolégicos a los que
puede acceder, ademads de ser menos erratica y mas prolongada en el tiempo que la dispersiéon
clonal. Un gen de resistencia que ha emergido o se ha insertado en un plasmido puede ser
transferido a otras cepas o especies presentes en nichos ecoldgicos dificilmente accesibles
para la cepa huésped original. Los genes de resistencia podrdn, asi mismo, transferirse a otros
plasmidos transportados por diferentes cepas y especies, incluso a plasmidos o integrones
portadores de otros genes de resistencia, y de este modo la eficacia de la diseminacién
aumentara de modo exponencial. La evolucidén de los vectores genéticos de resistencia y su
interrelacién para formar plataformas que incrementan su eficacia y capacidad de adaptacion
implica multiples eventos de recombinacidn que se producen de forma secuencial y que tienen
mayor probabilidad de ocurrir en ecosistemas con amplias poblaciones bacterianas sometidas
a una intensa presion antibidtica selectiva como el intestino tanto de animales como humano
(O’Brian 2002) Un ejemplo de esta evolucién lo constituirian la diseminacion de algunas B-
lactamasas CTX-M y cefamicinasas plasmidicas gracias a la localizacion de los genes que las
codifican en integrones complejos que contienen ISCRI y estdn asociados a transposones
(Canton et al 2006).

En resumen, las rutas de transmisidn de resistencia son muy complejas y dindmicas e implican
interacciones entre genes y elementos genéticos, entre bacterias patdgenas y comensales y
entre diferentes huéspedes y nichos ecoldgicos. Existen muchas pruebas de la transmision

directa de bacterias resistentes o de genes de resistencia entre diferentes grupos humanos en

38



[INTRODUCCION]

la comunidad o en las instituciones sanitarias e indirecta a través de la cadena alimentaria o el
entorno y también de la transmisién entre animales y seres humanos y todo hace prever una
continua expansién de estas rutas como consecuencia de los cambios sociales y en nuestro
estilo de vida (incremento en la movilidad de las personas entre diferentes paises tanto por
flujos migratorios como por viajes de ocio, apariciéon de nuevas bolsas de pobreza en los paises
desarrollados, aumento de la poblacién mas susceptible a las infecciones y de la frecuencia de
traslados entre instituciones sanitarias y dentro del mismo hospital, modificacion de los
ecosistemas por el hombre, cambios tecnolégicos en la produccién de alimentos o el abuso o

mal uso de los antibidticos en medicina, veterinaria o agricultura).

PERPETUACION

Estd ampliamente aceptado que la adquisicion de nuevos determinantes de resistencia
constituye, por regla general, un coste bioldgico afiadido para la bacteria, ya sea por porque
supone un requerimiento adicional de energia para mantener a los vectores que la vehiculan o
por entrafiar una cierta incompatibilidad con sus condiciones de vida previas. Es probable, de
todos modos, que sélo se lleguen a detectar los genes de resistencia cuyo coste bioldgico es
asumible, por ejemplo los vehiculados por plasmidos en los que se logra un equilibrio
adecuado entre epidemicidad e infectividad y asi, por ejemplo, la resistencia de alto nivel a
guinolonas es muy infrecuente en S. enterica al implicar una gran reduccidn de la adaptacion
bioldgica mientras que es muy comun en Campylobacter para el que el coste bioldgico es
inexistente (Zhang et al, 2006). Esto significa que en un medio libre de antibiéticos las
bacterias resistentes habitualmente estardn en desventaja respecto a las bacterias salvajes
sensibles que tenderan a desplazarlas. Se ha comprobado, sin embargo, que el coste biolégico
de la presencia de nuevos vectores genéticos de resistencia es compensado al cabo de muy

pocas generaciones por mutaciones compensatorias que permiten la fijacién de los

determinantes de resistencia en la poblacién, alin en ausencia de presion selectiva, y que la
resistencia se perpetue. La rapidez con la que las bacterias son capaces de compensar el coste
bioldgico de la adquisicidn de resistencias es consecuencia de la gran plasticidad del genoma
bacteriano, aunque es plausible que sélo se seleccionen aquellos mecanismos de resistencia
susceptibles de ser compensados. (Martinez et al 2002, Courvalin 2005). Puede suceder,
incluso, que las mutaciones compensatorias resulten en bacterias mejor adaptadas al medio
que sus progenitoras sensibles como se ha demostrado en S. Typhimurium, o incluso que haya
bacterias en que la adquisicién de resistencias incremente su adaptacion, lo que explicaria los
resultados de recientes estudios que han constatado la presencia de genes de resistencia

adquiridos en bacterias aisladas de animales y seres humanos residentes en zonas remotas del

39



[INTRODUCCION]

planeta con escasa o nula exposicidn a los antibidticos. Otras hipdtesis que justificarian estos
hallazgos serian la de que los genes de resistencia ubicados en plasmidos podrian mantenerse,
en ausencia de presidn selectiva ejercida por los antibidticos, debido a su asociacién con genes
que confieren otras ventajas selectivas en el nicho ecoldgico (determinantes que proporcionan
resistencia a metales pesados o que posibilitan vias metabdlicas alternativas) o a la presencia
de sistemas de adicién de pldsmidos o de muerte postsegregacional que garantizan la
perpetuacion del plasmido en la progenie (Pallecchi et al 2008). También hay que tener
presente que ante microorganismos resistentes a multiples antibidticos, la exposicion a
cualquiera de ellos seleccionara la resistencia al resto y que los genes de resistencia pueden
fijarse de forma estable al incorporarse a integrones o en el cromosoma. En suma, mientras
que la emergencia de resistencias en respuesta al consumo de antibidticos se establece
generalmente en muy poco tiempo, la disminucién en la frecuencia de resistencias tras la
reduccion o abolicién de su empleo puede llegar a ocurrir (Gottesman et al 2009, Mimica
Natanovic et al 2010) pero es mucho menos evidente y no siempre termina por producirse

(Canton et al 2005, Andersson 2006).

mutacion Clones bien adaptados
seleccion
diseminadion
A = Presién antibiética
transferenci a horizon&sl
o0.v0
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fijacién de genes resistenciay bacterias resistentes—— lodemi
— - : « —
en poblacion bacteriana aljodemia

Figura 12: Representacion esquematica de las diferentes fases que van desde la emergencia a
la fijacidon de la resistencia a antimicrobianos en bacterias (adaptado de Cantén R. 5th ESCMID
School of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Santander 2006).
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IMPACTO DE LA RESISTENCIA Y ESTRATEGIAS PARA SU PREVENCION Y
CONTROL

El axioma proclamado por Paul Ehrlich “Frapper fort et frapper vite “(golpear fuerte y golpear
rdpido) sigue siendo valido a la hora de abordar el tratamiento de las enfermedades
infecciosas con antibidticos. Sin embargo, la creciente prevalencia en la resistencia a los
antibacterianos, particularmente en las bacterias gramnegativas en las que ya nos
encontramos ante cepas que presentan resistencia a todos los antibidticos disponibles, ha
conducido a una progresiva disminucion de la efectividad de los agentes de espectro reducido
Y, en consecuencia, dificulta extraordinariamente la seleccidon de un tratamiento adecuado,
que se ha convertido en un reto para el clinico (Harbarth et al 2007).

El principal impacto clinico de las resistencias bacterianas es el aumento de la morbilidad y
mortalidad de los pacientes que sufren una infeccién por una bacteria resistente, que es
debida basicamente a dos factores: la menor probabilidad que tiene de haber recibido
tempranamente un tratamiento antibiético adecuado y el hecho de que los tratamientos
alternativos son generalmente menos activos, mas téxicos o no estan avalados por una
suficiente experiencia clinica. Otros efectos indirectos son el aumento de los costes asociados
por el alargamiento de la estancia hospitalaria, la necesidad de administrar tratamientos mas
costosos, el aumento de la carga de trabajo del laboratorio y la mayor complejidad de los
procedimientos de control de infeccién (Livermore 2003, Goldman et al 2007, Slama 2008). A
modo de ejemplo, en un estudio de casos-control se evidencid un aumento significativo del
coste y la duracidn de la estancia hospitalaria, la mortalidad durante el periodo de
hospitalizacion y el retraso en recibir un tratamiento antibidtico adecuado en un grupo de 99
pacientes con bacteriemia por enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido al compararlo con otro grupo de 99 pacientes con bacteriemia por enterobacterias
que no producian estos enzimas (Schwaber et al 2006). Por otro lado, la emergencia de
bacterias resistentes obliga al uso de moléculas de mayor espectro, lo que puede conducir a la
seleccién de microorganismos con mecanismos de resistencia adicionales y aumentar las
poblaciones resistentes que a su vez podran colonizar a nuevos huéspedes (Lipsitch y Samore

2002).

Como ya hemos dicho, la aparicion y diseminacidn de bacterias resistentes a los antibidticos es
un efecto indeseable pero inevitable derivado de su uso, que se ha visto agravado desde la
década de los 70 por la drastica disminucidon de las inversiones de la industria farmacéutica en
la investigacion en nuevos antimicrobianos (de hecho, desde entonces sélo se han

comercializado dos nuevas familias -oxazolidinonas y lipopéptidos- que Unicamente tienen
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actividad frente a grampositivos) pero que puede minimizarse si se aplican algunas medidas
basicas como promover el uso racional de antibiodticos, aplicar medidas estrictas de control de
la infeccién en el medio hospitalario, desarrollar e implantar métodos rapidos de diagndstico
microbioldgico, fomentar la investigacion relacionada con la resistencia a los antibacterianos
(genes, reservorios, sistemas de vigilancia) y el desarrollo de nuevas moléculas (Vila et al
2010). Respecto a las medidas encaminadas a promover un uso racional de los antibiéticos
estarian algunas como: (a) elegir el tratamiento empirico inicial de acuerdo a los gérmenes con
mayor probabilidad de estar implicados en el proceso, las particularidades del paciente y a los
patrones de resistencia locales; (b) sustituir el tratamiento inicial por un tratamiento de
espectro mas reducido siempre que sea posible segin los resultados microbiolédgicos; (c)
prescribir antibidticos sélo cuando esté justificado; (d) administrar los antibiéticos a una
dosificacion adecuada teniendo en cuenta pardmetros farmacocinéticos y farmacodindmicos
para evitar la seleccion de bacterias resistentes; (e) diversificar el uso de antibidticos y
restringir el uso de aquellos mds proclives a seleccionar cepas multirresistentes como
quinolonas o cefalosporinas de amplio espectro; (f) evitar alargar innecesariamente los
tratamientos y (g) controlar y minimizar el uso de antibidticos y otras sustancias bactericidas

en animales y agricultura (Livermore 2004; VilaJ et al 2010).
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SALMONELLA ENTERICA
DESCRIPCION DEL GENERO

Las bacterias del género Salmonella pertenecen a la familia de Enterobacteriaceae y se
reconocen desde hace mucho tiempo como destacados patdgenos zoondticos de gran
importancia y repercusidon tanto en animales como en el hombre. Su nombre procede del
anatomopatdlogo Salmon que fue el primero en aislarla.

Las bacterias del género Salmonella son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos no
formadores de esporas. Al igual que el resto de Enterobacterias producen acido en la
fermentacién de la glucosa y reducen los nitratos a nitritos, producen sulfito de hidrégeno y no
producen citocromooxidasa. Todas, excepto S. Gallinarum-Pollorum, son mdviles gracias a
flagelos peritricos y la mayoria no fermentan la lactosa. Para su aislamiento se emplean
medios de selectividad baja que contienen sales biliares y permiten poner de manifiesto la
fermentacién de la lactosa como el agar MacConkey (figura 13) y agar desoxicolato y otros de
sensibilidad intermedia como Hektoen o Salmonella-Shigella que ademads permiten detectar la
produccién de sulfito de hidrégeno (figura 14) y también puede recurrirse a medios liquidos de

enriquecimiento, como el caldo selenito, para mejorar la sensibilidad.

Figura 13: Salmonella en agar MacConkey Figura 14: Salmonella en agar Hektoen

El género Salmonella se divide en la actualidad en dos especies: S. enterica y S. bongori.
Salmonella enterica se subdivide a su vez en seis subespecies: S. enterica subesp. enterica (1), S.
enterica subesp. salmae (ll), S. enterica subesp. arizonae (lll,), S. enterica subesp. diarizonae
(Illg), S. enterica subesp. houstenae (IV) y S. enterica subesp. indica (V). S. bongori corresponde

a la antigua subespecie V. Los miembros de la subespecie | suelen aislarse a partir de humanos
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y animales de sangre caliente, mientras que los de las restantes subespecies se aislan de
animales de sangre fria o del medio ambiente. La subespecie | comprende la practica totalidad
de los aislados que producen infecciones en humanos. Las caracteristicas bioquimicas que

permiten diferenciar a cada una de las especies y subespecies se resumen en la tabla 7.

Tabla 7: Diferenciacion bioquimica de las especies y subespecies de Salmonella
Especies y subespecies
Test
S. enterica S. bongori
I Il I, Iy \Y Vi

Dulcitol + + - - - + +
Lactosa - - - + - + -
ONPG - - - - - + _
Salicilina - - - - + - -
Galacturonato - + - + + + +
Malonato - + + + - - -
Mucato + + + - - + +
Crecimiento en KCN - - - - + - +
Hidrolisis gelatina - + + + + + -
Tartrato + - - - - - -

SEROTIPOS Y SEROGRUPOS

Cada una de las seis subespecies de Salmonella se divide en serogrupos y en multiples
serotipos o serovares de acuerdo a sus antigenos somaticos (O), de superficie (Vi) y flagelares
(H). Cada serotipo es una particular combinacién de antigenos somaticos y flagelares que dan
lugar a una férmula antigénica determinada. Tradicionalmente, los serotipos se han designado
utilizado nombres representativos del origen geografico donde el serotipo fue aislado por
primera vez, del proceso infeccioso donde se aislo, etc., escribiéndose con caracteres romanos
y la primera letra en mayuscula. Actualmente, esta tradicién ha quedado restringida a aquellas
cepas pertenecientes a la subespecie enterica o Sub.l. La férmula antigénica de Salmonella
segln el esquema de Kauffman-White, que se actualiza anualmente, se expresa del siguiente
modo: antigeno(s) O, antigeno de superficie (si esta presente): antigeno(s) flagelares de fase I.

antigeno(s) flagelares de clase Il (si estan presentes). La férmula antigénica de S. Typhimurium
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corresponderia a [4,5,12:i:1,2]. En la actualidad se reconocen mas de 2500 serotipos de
Salmonella, de los que la mayoria (mas de 1500) corresponden a la subespecie I.

El antigeno O es un antigeno carbohidratado termoestable y es el componente mayoritario de
la capa de lipolisacdrido de la membrana externa de la bacteria. Se trata de un polimero de
subunidades O y cada una de estas subunidades estd compuesta por uno a seis azucares. Los
antigenos O se clasifican en mayores y menores; los mayores son los que definen un grupo
antigénico o serogrupo, mientras que los antigenos menores tienen menor valor
discriminativo. Los aislados del grupo B comparten el antigeno somatico O:4, los del grupo C1
el antigeno 0:7, los del grupo C2 el 0:8 y los del grupo D el 0:9. La determinacién del
serogrupo O puede resultar util para la confirmacién de la identificacidon de los aislados de
Salmonella y puede realizarse en los laboratorios clinicos asistenciales, pero la caracterizacién
del serotipo, de gran utilidad epidemiolégica en salud publica, sélo suele llevarse a cabo en
laboratorios de referencia. El antigeno Vi es un polisacarido capsular termoldbil, muy Util para
la identificacion presuntiva de Salmonella serotipo Typhi, aunque también puede estar

presente en S. Dublin, Paratyphi C y algunas cepas de Citrobacter (Nataro et al 2007).

FAGOTIPADO Y METODOS DE SUBTPIFICACION MOLECULARES

Para la mayoria de los serovares menos prevalentes el serotipado puede ser suficiente para
caracterizar aislados agrupados en el tiempo o presuntamente integrantes de un brote, sin
embargo para los serotipos mas comunes, como Typhimurium, Enteritidis, Virchow, Hadar o
Newport , se requieren métodos de tipificacion adicionales, entre los cuales la fagotipia es el
mas empleado. La fagotipia se basa en la capacidad de algunos fagos de unirse a
determinantes concretos de la pared celular, infectando y lisando la bacteria. Como resultado
de esta lisis se observan zonas de inhibicién de crecimiento (placas de lisis) en los cultivos de
Salmonella que han sido inoculados con los distintos fagos y en funcién de los fagos que
produzcan la lisis y el tipo de lisis producida se define el fagotipo. Esta método sélo esta
disponible en laboratorios de referencia, ya que se debe contar con una coleccién de fagos
adecuada y completa y mantenerla operativa y ademas debe llevarse a cabo en unas
condiciones ambientales muy estrictas, que si no se respetan pueden dar lugar a alteraciones
en la sensibilidad de los fagos y conversiones en el fagotipo relacionadas con la pérdida del

polisacarido (Baggesen et al 1997) o adquisicion de fagos (Ridley et al 1996).

Entre los métodos de tipificacién molecular el que se considera de referencia es la
electroforesis en campo pulsado (Swaminathan et al 2001), aunque por su laboriosidad vy el

precio del equipamiento necesario no estd al alcance de la mayor parte de laboratorios
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asistenciales, y presenta problemas de discriminacion para el serotipo Enteritidis y para
algunos fagotipos del serotipo Typhimurium como el 104 que muestran una gran clonalidad
(Doran G et al 2005). En este ultimo caso, algunos autores han propuesto la utilizacién de
métodos mds asequibles basados en la amplificacion del ADN por reaccién en cadena de la
polimerasa, como la rep-PCR en la que se utilizan cebadores que hibridan con secuencias de
ADN repetidas o repetitivas (secuencias rep) que se encuentran distribuidas aleatoriamente a
lo largo del cromosoma de muchas enterobacterias, tales como las secuencias repetitivas
palindrémicas extragénicas (secuencias REP) y las secuencias consenso repetitivas intragénicas
de enterobacterias (secuencias ERIC), que proporcionan buenos resultados para las cepas
procesadas en un mismo experimento aunque pueden presentar problemas de
reproducibilidad interserie (Woo y Lee 2006). Otra técnica de tipificacién molecular basada en
la PCR, aunque también requiere de instrumentacién sofisticada, que se ha introducido en los
ultimos afos y que parece mejorar la capacidad discriminatoria en S. Typhimurium del fagotipo
104 y relacionados y no verse afectada por cambios en el genotipo de resistencia, es el andlisis
del nimero variable de repeticiones en tdndem, que se ha mostrado muy util en el estudio de

brotes ocasionados por este fagotipo (Linstedt et al 2003 (a)).
EPIDEMIOLOGIA

S. Typhi y S. Paratyphi sélo colonizan humanos y por lo tanto la infeccién sdlo puede
contraerse a través de una persona que ha padecido la fiebre tifoidea o es portador crénico
por contacto directo o mediante fomites. Generalmente la infeccidn, mds propia de paises en
vias de desarrollo con malas condiciones de salubridad, se adquiere a partir del agua o
alimentos contaminados con heces. La enfermedad es endémica en muchos paises del
subcontinente indio, el sureste asiatico, América central y del Sur y Africa.

El reservorio mas comun de Salmonella no tifoidea es el trato gastrointestinal de un gran
numero de animales domésticos y salvajes. Las infecciones por Salmonella no tifoidea en
humanos se relacionan con el consumo de alimentos de origen animal crudos, poco cocinados
o no conservados a una temperatura adecuada, incluidos carne, huevos o lacteos, que se
hayan contaminado en cualquier momento desde el sacrificio y despiece de los animales hasta
las distintas fases de su procesamiento o con la ingesta de alimentos que han sufrido
contaminacién cruzada. La dosis infecciosa es aproximadamente de 10° bacterias, por lo que la
transmisién persona-persona es practicamente imposible. El microorganismo debe
multiplicarse en el alimento hasta alcanzar su dosis infecciosa por lo que la salmonelosis es
mucho mas frecuente en verano donde la temperatura es mas favorable. Otros modos de

transmision menos comunes son el contacto directo con las heces o cadaveres de animales
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colonizados o infectados, el contacto directo entre personas, el contagio nosocomial o el
contacto con mascotas exodticas, sobre todo reptiles, que es una forma emergente de

transmisién (Peguesy Miller 2010).

El serotipo mds comun de S. enterica en infecciones humanas en Espafia y otros paises de la
Unién Europea y en América del Norte es Enteritidis, seguido de Typhimurium y ya a mucha
distancia otros serotipos como Virchow, Hadar, Virchow, Newport, [4,5,12:i:-,-] (variante
monofasica de S. Typhimurium) e Infantis (Echeita et al 2007). El principal reservorio de S.
Enteritidis, S. Virchow, S. Hadar y S. Infantis son las aves de corral y el de S. Typhimurium, S.
Rissen, S. Newport y Salmonella serotipo [4,5,12:i:-] el ganado porcino, aunque la mayoria de
serotipos de S. enterica de la subesp. | tienen un amplio rango de hospedadores. Los cambios
en el consumo alimentario y el crecimiento del trafico de productos alimentarios agricolas han
facilitado la diseminacién de algunos serotipos relacionados con frutas y verduras frescas y
cada vez son mas frecuentes los brotes a gran escala producidos por alimentos
manufacturados. En los ultimos afios se ha observado en la Unidn Europea una disminucion
total del numero de casos de Salmonelosis humana con un considerable incremento en el
porcentaje de casos de salmonelosis por S. Typhimurium y una llamativa disminucién de los
ocasionados por S. Enteritidis, probablemente debido a la implantacion de programas de
control de salmonelosis en aves y mejora de las practicas de seguridad alimentaria que
incluyen la retrotrazabilidad de los huevos y la prohibicidn de usar huevos que no provengan
de gallinas criadas en explotaciones en las que esté instaurado uno de estos programas de
control (Andénimo. EFSA 2011 (a), ECDC Salmonella surveillance Quarterly report 2008). En
nuestro laboratorio el cambio en la incidencia de estos dos serotipos ha sido espectacular y
pasamos de un porcentaje de aislados del 51,9% para el serotipo Enteritidis y de un 39,5% para
el serotipo Typhimurium en 2001 al 20,7% y 59,8%, respectivamente en 2009 (datos no

publicados).

MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA SALMONELOSIS

S. entérica es una de las causas mas frecuentes de gastroenteritis infecciosa en humanos junto
a Campylobacter con una incidencia media en Espafia de 8,2 casos por 100. 000 habitantes

(figura 15).
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Figura 15: Tasas de notificacion de salmonelosis en humanos (por 100000 habitantes) en
2007 en la Unién Europea (EFSA Journal 2009)

Las cepas de Salmonella no tifoideas suelen causar una infeccién gastrointestinal, que afecta
en mayor medida a ninos y jévenes, generalmente acompaiiada de fiebre, diarrea y calambres
intestinales, con un periodo de incubacién de entre 6 y 72 horas y que pude durar una semana
o algo mas y suele ser autolimitada y no requerir tratamiento antibiético. Aproximadamente
un 5% de pacientes desarrollan bacteriemia que es una entidad grave y potencialmente fatal.
Los pacientes inmunocomprometidos, entre los que se encuentran los afectados por el VIH,
tienen un mayor riesgo de ser infectados por cepas resistentes a los antibiéticos, de sufrir
bacteriemia y también de desarrollar infecciones focales entre las que se encuentran
meningitis, artritis séptica, osteomielitis, colangitis, neumonia y endoarteritis infecciosa, una
de las formas mds temidas, en particular las que afectan a la aorta abdominal, que suelen
requerir reemplazamiento valvular. Otros factores que favorecen el desarrollo de bacteriemias
seria la presencia de patologias propias de paises de baja renta, como la malaria o la
esquistosomiasis. Los serotipos Cholerasuis y Dublin, muy adaptados a bovino y porcino
respectivamente, raramente causan infeccion en humanos pero cuando lo hacen suelen ser
graves y diseminarse extraintestinalmente El tratamiento de eleccién de la Salmonelosis
extraintestinal son las fluorquinolones y cefalosporinas de amplio espectro (Hohmann 2001,
Pegues y Miiller 2010).

La fiebre tifoidea es una infeccidn sistémica causada por S. Typhi, que es comun en los paises

en vias de desarrollo pero no en los paises occidentales. La fiebre tifoidea acostumbra a cursar
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con fiebre alta y cefalea; en adultos no suele acompafiarse de diarrea y suele ser mas leve en
nifos. El periodo de incubacidn es muy variable y oscila entre una y seis semanas. Los
serotipos Paratyphi A, B y C causan un sindrome similar a la fiebre tifoidea. (Pegues y Miller

2010).
FACTORES DE VIRULENCIA

La accion patogénica de S. enterica implica la penetracién de la barrera intestinal y la
interaccion con células del sistema inmune donde actia como parasito intracelular por lo que
sus mecanismos de virulencia son complejos. Los factores de virulencia pueden englobarse en
dos grupos, las estructuras superficiales de la bacteria que son, a su vez, dianas del sistema
inmune del hospedador vy los genes especificos de virulencia localizados en el cromosoma o en

plasmidos.

En el primer grupo se incluyen: el lipopolisacdrido con accion citotéxica; los flagelos que
permiten que la bacteria migre hacia el epitelio intestinal mediante quimiotaxis y que penetre
la espesa capa de mucina contribuyendo al proceso inflamatorio; la capsula intimamente
relacionada con la capacidad invasiva de S. Typhi vy las fimbrias que son estructuras con
superficie de naturaleza proteica consideradas como adhesinas por facilitar la unién de la

bacteria a receptores especificos de la célula hospedadora (Pegues y Miiller 2010).

Actualmente se sabe que Salmonella cuenta con cinco islas de patogenicidad. Varios genes
involucrados en la invasion, apoptosis de macréfagos y activacidn de cascadas de fosforilacion
dependientes de MAP cinasas se encuentran en el centisoma 63, formando la isla de
patogenicidad 1 (SPI-1). Los genes localizados en las islas SPI-2 y SPI-3 regulan la supervivencia
y replicacién bacteriana en los compartimientos intracelulares de fagocitos y células
epiteliales. La isla SPI-4 codifica un supuesto sistema de secrecién tipo | y se cree que participa
en la adaptacion a ambientes intracelulares. Finalmente, la isla SPI-5 codifica factores
involucrados en la secrecion fluida y reaccién inflamatoria en la mucosa intestinal. Debido a
una regulacion coordinada y precisa de los genes de virulencia Salmonella logra adaptarse a
cambios ambientales que se le presentan durante el proceso infeccioso (Figueroa Ochoa y
Verdugo Rodriguez 2005).

Por otro lado, La existencia de plasmidos de virulencia (plasmidos V) en S. enterica (pS-V) se
puso por primera vez de manifiesto en el serotipo Typhimurium (pSLT) en el afio 1982, y
posteriormente se encontré en un nimero limitado de otros serotipos, todos pertenecientes
a la subespecie 1. Algunos de ellos son particularmente frecuentes en infecciones humanas,

como Enteritidis (pSEV; 60kb), Choleraesuis (pSCV; 50kb), Dublin (pSDV; 80kb), ademas de
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Typhimurium (pSLT, pSTV; 90kb). Los plasmidos V poseen una regién de 7,8 kb, altamente
conservada, que contiene los genes spv (Salmonella plasmid virulence) necesarios para la
multiplicacidn y supervivencia de la bacteria en los macréfagos durante la fase sistémica de la
enfermedad en hospedadores especificos. El locus spv esta formado por 5 genes designados
SpVRABCD. El gen spvR codifica un regulador positivo esencial para la expresién de los otros
genes spv. El producto de spvB es una ADP-ribosiltransferasa que actua sobre la actina,
provocando una desestabilizacién del citoesqueleto de células eucaridticas. Dependiendo del
serotipo, los pldasmidos V pueden contener otros genes asociados a virulencia como son: a) El
operdn pefBACDI (plasmid-encoded fimbriae), implicado en la sintesis de un tipo de fimbrias
que intervienen en la adherencia de la bacteria a las células epiteliales del intestino delgado; b)
los genes rsk y rck podrian estar implicados en la resistencia de Salmonella a la accién
bacterioliitica del suero; c) el locus spf, presente en 3 plasmidos V(pSTV, pSEV y pSCV) e
implicado en la supresién de la activacion de la respuesta inmune del hospedador; d) otros
genes V son mig-5, tlpAy srgA, que relacionados con la actividad de macréfagos y la biogénesis
de fimbrias. (Mendoza et al 2009).

La aparicién relativamente reciente de plasmidos hibridos de virulencia y resistencia
(plasmidos VR) puede considerarse un nuevo hito en la evolucion de la ingenieria genética de
Salmonella. Se han detectado pldsmidos VR en los serotipos Typhimurium y Cholerasuis. Uno
de los plasmidos hibridos mas estudiados es el pldsmido pUO-StVR2 de S. Typhimurium
descubierto en la Universidad de Oviedo. Este plasmido tiene un tamafio aproximado de 130
kb, es conjugativo, pertenece al grupo de incompatibilidad IncFll y porta la mayor parte de los
genes propios de pSTV. Se cree que este plasmido podria haberse originado a partir de pSTV
por la ganancia de una regién de resistencia compleja en la que se localizarian un integron de 2
kb y tres transposones con diferentes determinantes de resistencia a los que haremos
mencidn en el siguiente apartado. Procesos de transposicion y/o recombinacidon entre pSTV y
diferentes plasmidos R han conducido a la emergencia de otros plasmidos hibridos de
resistencia y virulencia, como el plasmido pUO-StVR3 del grupo de incompatibilidad IncN
detectado en la variante monofdsica de S. Typhimurium [4,5,12:i:-] que incluye el locus spv y
una regién de resistencia con un integrén de clase 1 de regidon variable dfrA12-orF-aadA2. Es
interesante destacar que la presencia de plasmidos hibridos VR en Salmonella no tifoidea
comporta ventajas adaptativas puesto que permite la coseleccion de determinantes R en
situaciones infectivas pero en ausencia de antimicrobianos y la de determinantes V en

situaciones no infectivas pero con exposicion a antimicrobianos (Mendoza et al 2009).
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RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS

Resistencia antibidtica en serotipos no tifoideos

No se aconseja el tratamiento antibidtico de los cuadros de gastroenteritis no complicados
producidos por Salmonella no tifoidea; sin embargo, un tratamiento precoz y adecuado puede
ser crucial para aquellos pacientes con enfermedad invasiva. A pesar de que hasta los afios 70
del siglo pasado la mayor parte de aislamientos clinicos de Salmonella mostraban una
sensibilidad exquisita a los antibidticos, la resistencia a los antimicrobianos en S. enterica es
un problema cada vez mds extendido, a menudo asociado a integrones (Carattoli 2003,
Krauland et al 2009), y directamente relacionado con el uso de antibidticos en animales (en los
paises desarrollados el consumo en humanos tiene una influencia marginal) que se manifiesta
tanto en los aislados de reservorios animales como en humanos (van den Bogaard et al 2000),
y que ya afecta a los antibidticos considerados de primera eleccién en el tratamiento de
infecciones sistémicas como fluoroquinolonas (Giraud et al 2006) y cefalosporinas de amplio
espectro (Gonzalez-Sanz et al 2009).

En el caso particular de S. Typhimurium, los primeros casos de multirresistencia en el Reino
Unido se registraron en los afnos 60 en el fagotipo 29 (resistencia a ampicilina, estreptomicina,
tetraciclina, sulfamidas y furazolidona) y afectaron a humanos y ganado bovino. En las décadas
posteriores fueron los fagotipos 204, 204c y 293 los involucrados en diversos brotes
epidémicos en bovinos y humanos ocasionados por aislados con resistencia a ampicilina,
cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina, sulfonamidas, tetraciclina y
trimetoprim. La aparicion de las resistencias, que se produjo de forma secuencial por la
adquisicion de plasmidos o transposones de resistencia, siguid a la introduccién de algunos de
estos antibidticos o sus analogos (por ejemplo del analogo de los aminoglicésidos apramicina)
en ganaderia. Estas cepas epidémicas se extendieron a diversos paises europeos hasta que su
prevalencia empezdé a declinar al final de los afos 80. Fue entonces cuando emergid el clon de
S. Typhimurium del fagotipo 104 con resistencia a ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina,
estreptomicina y sulfamidas que dio lugar a una epidemia de diseminacion practicamente
universal que ha llegado hasta nuestros dias. (Threlfall et al 2002). Los primeros casos de S.
Typhimurium fagotipo 104 pentarresistentes se detectaron en el Reino Unido a principios de
los afios 80 en aves exoticas y de aqui se extendié al ganado bovino y mds tarde, a partir de
1989, a ganado porcino, ovino, aves de corral y humanos. En 1996 se identificd en los Estados
Unidos y a partir de entonces las cepas epidémicas se extendieron por todos los continentes
excepto Australia (Threlfall 2000). Los genes responsables del fenotipo de resistencia estan

ubicados en una region del cromosoma denominada Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) que
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clasicamente (SGI1A) contiene dos integrones de clase 1 que transportan los casetes génicos
aadA2 (resistencia a estreptomicina y espectinomicina) y blapse., (resistencia a ampicilina), asi
como una regién situada entre ambos integrones en que se encuentran los determinantes que
confieren resistencia a cloranfenicol (floR) y tetraciclina (tetG) (Cloeckaert A 2001, Mulvay MR
2006). En los ultimos afos se han identificado multitud de variantes de esta isla gendmica en
diversos serotipos de Salmonella, que suponen la pérdida, ganancia o reordenamiento de los
casetes génicos de resistencia dentro de la estructura por eventos recombinatorios o de

delecién (Mulvay 2006, Vo et al 2006, Vo et al 2010).
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Figura 16: Representacion esquematica de la estructura de la SGI1 (Salmonella Genomic
Island 1) (Mulvay MR 2006)

Resulta particularmente preocupante la aparicion de cepas con resistencia adicional a
trimetoprim y disminucién de sensibilidad a ciprofloxacino (Molbak 1999, Walker 2000) que
fue precedida de la aprobacion del uso de de enrofloxacino en veterinaria (van den Bogaard et
al 2000) y del empleo de trimetoprim en el tratamiento de infecciones por S. Typhimurium 104
en ganado vacuno (Threlfall et al 1997). En Espafia y en Portugal en los ultimos afios se ha
asistido a la emergencia de otras cepas de S. Typhimurium, estrechamente relacionadas
epidemioldgicamente, que comparten el mismo fenotipo de resistencia que las cepas
portadoras de la SGI1 pero con un genotipo distinto aunque también asociado a un integrén
de clase 1. En este caso las cepas contienen un integron de 2 kb que transporta blagya1
(resistencia a ampicilina) y aadA1 (resistencia a estreptomicina y espectinomicina), ubicado en
pldasmidos conjugativos hibridos de resistencia y virulencia en los que también estan ubicados
en dos transposones distintos los genes catA1l y tet (B) que codifican resistencia a cloranfenicol
y tetraciclina respectivamente (Antunes et al 2004; Pérez- Moreno et al 2005; Herrero et al
2006, Herrero et al 2008).

Las resistencias a los antimicrobianos son menos frecuentes en S. Enteritidis, probablemente
porque el reservorio suelen ser las aves en las que no acostumbra a ocasionar sintomas
clinicos vy, por lo tanto, reciben menos antibioticos (Van den Bogaard et al 2000). Sin embargo,

en este serotipo, igual que en S. Hadar y S. Virchow, cuyo reservorio son también las aves de
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corral y que acostumbran a ser multirresistentes, es muy frecuente la resistencia a acido
nalidixico y disminucién de sensibilidad a fluorquinolones, muy extendida en Espafia (tabla 8),
lo que resulta muy preocupante por la propensién del serotipo Virchow a causar infecciones
invasivas, y se ha relacionado con el uso de fluorquinolones (enrofloxacino y difloxacino) en

avicultura (Soler et al 2006).

Otros ejemplos de multirresistencia en serotipos no tifoideos de Salmonella son los del
serotipo emergente [4,5,12:i:-] (variante monofasica de S. Typhimurium originalmente descrita
en Espafia) de los fagotipos 193 y 120 con resistencia a ampicilina, estreptomicina, tetraciclina
y sulfamidas que ya han causado muchos brotes en paises europeos relacionados con el
consumo de carne de cerdo y que parecen haber reemplazado al fagotipo 104 (Hopkins et al
2010); la emergencia en Estados Unidos de un clon multirresistente de S. Newport con
resistencia a cefalosporinas de amplio espectro mediada por la produccién de CMY-2 (Zhao et
al 2003) que ha llegado a otros paises o la del clon de S. Virchow fagotipo 19, portador de
blacrx.m-s €n un integron complejo, ampliamente distribuido en Espafia (Herrera-Ledn et al

2010).

Tabla 8: Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos en Salmomella enterica en Espafia
(2001-2003) (Soler et al 2006)

Sal.lr;\o(:::ella S. Enteritidis S. Typhimurium S. Hadar
(n=5777) (n=349) (n=1211) (n=147)
Ampicilina 28.4 11,7 76 70,1
Cloranfenicol 14,2 0.5 56.4 0.0
Sulfonamidas 22.3 2.7 78.7 1.4
Gentamicina 2,6 1,0 3,1 0,0
Acido nalidixico 35 49,9 7.5 91,2
Cinrofloxacino 0.0 0.0 0.0 0.0
Kanamicina 1.6 1.1 1,2 1.4
Estreptomicina 19,5 1.8 61.4 89,1
Cefalotina 3,2 1.0 1,9 57.1
Cefotaxina 0.1 0.0 0.2 0.0
Tetraciclina 27.3 5,0 80.4 91.8
Cotrimoxazol 6,0 1,7 10,7 0,7
NuUmero de resistencias
Ninguna 34,3 37,3 13,5 4,7
Una 36,8 55,2 6,2 1,4
Dos 4,1 4,4 3,3 0,0
Tres o mas 24,8 3,1 77,0 93,9
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Resistencia antibiotica en Salmonella Typhi

En S. Typhi la resistencia a los antibidticos, al contrario de lo que sucede en los serotipos no
tifoideos, estd estrechamente relacionada con su consumo en humanos, sobre todo con el
consumo en paises en vias de desarrollo, y los brotes de fiebre tifoidea producidos por cepas
multirresistentes se asocian con una elevada morbi-mortalidad. En 1970 se produjeron en
Meéjico y el subcontinente indio epidemias de S. Typhi resistentes a cloranfenicol. En 1989
emergieron en el subcontinente indio, sudeste asiatico y Africa aislados con resistencia
plasmidica a cloranfenicol, ampicilina y trimetoprim, que pertenecian a diversos fagotipos pero
que en todos los casos poseian un pldsmido conjugativo del grupo de incompatibilidad H1.
Mas recientemente se han descrito la aparicién de resistencias a ciprofloxacino, tanto de
origen cromosdémico como plasmidico, entre aislados del S. Typhi del subcontinente indio,
Vietnam y Tajikistan, relacionados con el uso de fluoroquinolonas para tratar infecciones por

cepas multirresistentes (Pegues et al 2010).
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KLEBSIELLA PNEUMONIAE

DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Klebsiella pneumoniae es una de las tres especies, junto a K. oxytoca y K. granulomatosis, del
género Klebsiella que causa enfermedad en humanos. Los microorganismos antes conocidos
como K. ozenae y K. rhinoescleromatis se consideran en la actualidad subespecies de K.
pneumoniae que no fermentan la lactosa. K. pneumoniae es un bacilo gramnegativo de la
familia Enterobacteriacea que fermenta la lactosa, a excepcion de las dos subespecies citadas,
es citrato, tartrato, ureasa y Vogues-Proskauer positivo e hidroliza la esculina. La mayoria de
aislados producen colonias muy mucoides debido a la produccién de una capsula de

abundante polisacarido. (Abbott 2006).
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Figura 17: Colonias de K. pneumoniae en agar Figura 18: Aspecto microscopico de K.
MacConkey pneumoniae

EPIDEMIOLOGIA

K. pneumoniae es un microorganismo ubicuo cuyo habitat natural engloba la tierra, las plantas,
superficies humedas y el intestino de los mamiferos. En el hombre K. pneumoniae esta
presente como saprofito en la nasofaringe y el tracto gastrointestinal, mientras que sélo se
considera un colonizador transitorio de la piel. El porcentaje de deteccién de K. pneumoniae en
las heces de pacientes sanos oscila entre un 1 y un 6%. Las tasas de colonizacién se elevan
considerablemente en pacientes hospitalizados o sometidos a tratamiento con antibidticos,
llegando a ser del 77% en heces, del 19% en la nasofaringe y del 42% en las manos de
pacientes. Por otro lado, K. pneumoniae estd muy bien adaptado al medio hospitalario por
tener mayor capacidad que otras enterobacterias para sobrevivir en las manos del personal

sanitario y pacientes y su facilidad para ser transmitida entre pacientes, lo que hace que sea
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una de las especies mas implicadas en brotes nosocomiales (Podschum y Ullmann 1998). En el
medio hospitalario el principal reservorio lo constituyen el tracto gastrointestinal de los
pacientes y las manos del personal sanitario. Los pacientes colonizados a menudo son
asintomaticos y actian como fuente de infeccidon para otros pacientes que en caso de ser

vulnerables podran desarrollar infecciones clinicas (Csewell y Philipps 1981).

TIPIFICACION

La tipificacion de K. pneumoniae suele basarse en la presencia de antigenos capsulares, de los
que se han descrito hasta 77 variedades antigénicas, que permiten tipificar la mayor parte
aislados clinicos. Los principales inconvenientes de esta técnica son su gran laboriosidad, la
existencia de reacciones débiles y reacciones cruzadas entre diferentes antigenos y la no
comercializacion de los antisueros por lo que sélo estd disponible en laboratorios de referencia
(Podschum y Ullmann 1998) y hoy se prefiere recurrir a técnicas de genotipado como la
electroforesis en campo pulsado, técnica de referencia, y la rep-PCR que es mucho mas
asequible y arroja resultados comparables a la anterior (Gazouli et al 1997, Mantilla et al

2004).

FACTORES DE VIRULENCIA

El principal factor de virulencia identificado en K. pneumoniae es su capsula de polisacarido
que protege a la bacteria de la accién fagocitica de neutroéfilos y de la accidn bactericida del
suero mediada por el complemento, como también se cree que sucede con algunos antigenos
somaticos. Las cepas que expresan los antigenos K1 y K2 parecen ser especialmente virulentas
y se cree que el grado de virulencia conferido por un antigeno capsular depende de su
contenido en manosa.

Las fimbrias constituyen el primer paso en la adherencia de las enterobacterias a las células
que deben infectar. K. pneumoniae posee tres tipos de fimbrias, siendo las de tipo | las
responsables de la unidn al mucus y células epiteliales del tracto urogenital, respiratorio y
tracto gastrointestinal que juega un importante papel en la patogénesis de las infecciones del
tracto urinario y la neumonia.

El hierro es esencial para crecimiento de las bacterias en los tejidos de las células infectadas.
Sin embargo, el aporte de hierro libre por parte de las células hospedadoras es muy bajo, ya
que este elemento estd unido con gran afinidad a proteinas extracelulares como ferritina,
hemoglobina y hemosiderina y a proteinas intracelulares como lactoferrina y transferrina. Para

asegurarse el aporte necesario de hierro, muchas bacterias, entre las que se encuentra K.
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pneumoniae, secretan quelantes de hierro de bajo peso molecular denominados sideréforos,
gue son capaces de competir con las proteinas del huésped en la captura de hierro. Los
siderdforos presentes en K. pneumoniae son la enterobactina y la aerobactina (Podschum vy

Ullmann 1998).
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Figura 19: representacion esquematica de los factores de virulencia de Klebsiella spp.
(Podschun R et al 1999)

MANIFESTACIONES CLINICAS

K. pneumoniae es un importante agente etioldgico de infeccidn del tracto urinario y neumonia
en pacientes previamente sanos. Sin embargo K. pneumoniae suele comportarse como un
patégeno oportunista que sobre todo ocasiona infecciones en pacientes hospitalizados o con
enfermedades subyacentes o inmunosupresion, previamente colonizados por el
microorganismo. Ademds de la neumonia y la infeccidon del tracto urinario otras infecciones
producidas por esta especie son las infecciones de herida, infecciones relacionadas con
dispositivos intravasculares y otros dispositivos invasivos, infecciones de vias biliares,
peritonitis y meningitis. K. pneumoiae es después de E. coli el principal agente de bacteriemia
por gramnegativos (Donnenberg 2010).

Una forma emergente de infeccién comunitaria por K. pneumoniae son los abscesos hepaticos
piogénicos con o sin metastasis sépticas, que se vienen describiendo desde hace 20 afios,

particularmente en Taiwdn, pero también en Asia, Europa y América del Norte. Las cepas
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causantes de esta entidad pertenecen predominante al serotipo K1, que también se ha
convertido en un agente comun de meningitis adquirida en la comunidad en adultos
taiwaneses, y presentan un fenotipo hipermucoviscoso (mag A). Se ha especulado que este
fenotipo puede estar asociado con un aumento de virulencia y que la especial distribucién
geografica de la infeccién puede estar relacionada con una predisposicion genética (Keynan vy

Rubinstein 2007).

RESISTENCIAS ANTIBIOTICAS

Todos los aislados de K. pneumoniae son intrinsecamente resistentes a aminopenicilinas como
resultado de la produccidon de una B-lactamasa de codificacién cromosémica SHV-1 con
actividad preferentemente penicilinasa que es eficazmente inhibida por acido clavulanico. La
resistencia a ésta y otras asociaciones de B-lactamasas e inhibidores suicidas puede deberse a
la hiperproduccion de TEM-1 o TEM-2 o mas raramente a la hiperproduccién de SHV-1, que
también afectaria a cefalosporinas de primera y segunda generacidon (Livermore 1995,
Espinasse F et al 1997), mientras que la produccién de enzimas resistentes a inhibidores
derivados de TEM o SHV es casi anecddtica (Lemozy et al 1995; Dubois V et al 2004, Dubois V
et al 2008). La produccién de OXA-1, frecuentemente concomitante con la de CTX-M-15, y la
adquisicion de cefamicinasas de codificacidon plasmidica son otros mecanismos que confieren
resistencia a combinaciones de B-lactdmicos e inhibidores de B-lactamasas (Cantén 2008).

Una de las principales caracteristicas de K. pneumoniae es su facilidad para diseminarse
clonalmente y producir brotes nosocomiales, probablemente por su capacidad de sobrevivir en
la piel, asi como para adquirir determinantes de resistencia de codificacion plasmidica y
transferirlos a otras especies. De hecho, muchas de las B-lactamasas de espectro extendido se
han identificaron por primera vez en esta especie (Livermore 1995), e igual ha sucedido con las
carbapenemasas KPC (Yigit et al 2001) y NDM (Kumarasamy et al 2010) o los determinantes
gnr (Martinez-Martinez et al 1998).

Uno de los problemas mds extendidos en K. pneumoniae es la resistencia a cefalosporinas de
amplio espectro y aztreonam por la produccién de B-lactamasas de espectro extendido,
codificadas por genes vehiculados por plasmidos de resistencia de gran tamafio, que
frecuentemente se asocia a resistencia a otros antimicrobianos como aminoglicdsidos,
cotrimoxazol y sobre todo fluoroquinolonas. De acuerdo a los datos de la red de vigilancia de
resistencia a los antimicrobianos EARS-Net (European antimicrobial resisteance surveillance
system)- Espafia, el porcentaje de aislados invasivos de K. pneumoniae productores de B-
lactamasas de espectro extendido se ha mantenido estable en los ultimos afios y en el afio

2010 se situaba proxima al 10% (figura 20), un dato similar al de los paises de nuestro entorno.
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En un estudio multicéntrico, realizado en 2006 en 44 hospitales espafoles, la prevalencia de
B-lactamasas de espectro extendido entre el total de aislados de K. pneumoniae era de un 4%y
se habia doblado respecto al anterior estudio realizado en el afio 2000, siendo la mayoria de
casos (a diferencia de lo que ocurria en E. coli) de adquisicién nosocomial (Diaz et al 2009).
Respecto a la prevalencia de los diferentes tipos de B-lactamasas de espectro extendido en K.
pneumoniae, en la actualidad las predominantes en Espafia son las de tipo CTX-M
(particularmente CTX-M-9 y CTX-M-1), seguidas de SHV-12, SHV-5 y enzimas derivadas de TEM
(Diestra et al 2008). La deteccion de este tipo de enzimas por el laboratorio, al menos
mediante técnicas fenotipicas, es interesante desde el punto de vista epidemioldgico y del
control de la infeccidon, y también para orientar el tratamiento, pues hay estudios que sugieren
que el tratamiento con B-lactamicos no carbapenemes puede conducir a fracasos terapéuticos,
independientemente de los resultados de sensibilidad in vitro, y que, por lo tanto, la categoria
clinica debe ser reinterpretada (Paterson et al 2004). Si bien la actual recomendacidon de
algunas sociedades cientificas como EUCAST es la de informar la categoria clinica sin modificar,
de acuerdo a los puntos de corte de la concentracion minima inhibitoria que han sido
redefinidos a la baja, el seguimiento de esta recomendacién no es undnime por la posible
influencia del indculo bacteriano en el foco de infeccion en la respuesta clinica (Navarro et al

2011).
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CIP: Ciprofloxacino; GEN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; AK: Amikacina
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Figura 20: Evolucidon de la prevalencia de cepas no sensibles a distintos antimicrobianos en
aislamientos invasivos de Klebsiella pneumoniae. EARS- Net Espafia 2006-2010 (Memoria
EARS-Net Espafia 2010).
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La presion selectiva ejercida por el uso de carbapenemes en el tratamiento de las infecciones
por enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido ha conducido a la
emergencia de aislados resistentes a este grupo de antimicrobianos, en particular en K.
pneumoniae, en la que los aislados productores de VIM son muy frecuentes en algunos paises
como Grecia (Cornaglia et al 2011). Un problema emergente es el de los aislados
multirresistentes de K. pneumoniae productores de las diferentes variantes de las
carbapenemasas plasmidicas KPC, identificadas por primera vez en una cepa de Carolina del
Norte y que desde Estados Unidos se han diseminado a aislados de K. pneumoniae de
procedencias geograficas muy diversas y también a otras enterobacterias e incluso a
Pseudomonas aeruginosa gracias a su presencia en el transposén Tn4401 transportado por
pldasmidos conjugativos. Estos enzimas son inhibidos de forma variable por acido clavulanico
pero no por EDTA y confieren resistencia a todos los B-lactamicos. Su deteccion por el
laboratorio puede resultar dificultosa si no se incluye ertapenem en el antibiograma, pues el
grado de hidrélisis de otros carbapenemes es variable, de forma que la resistencia puede no
ser detectada por algunos sistemas automaticos (Nordman et al 2009). Las opciones
terapéuticas para el tratamiento de infecciones producidas por K. pneumoniae productor de
KPC son muy limitadas y a menudo se reducen a colistina y tigeciclina. En Espafia se ha descrito
recientemente la emergencia de KPC-3 en dos clones de K. pneumoniae en Madrid (Curiao et
al 2010).

Por ultimo, la resistencia plasmidica a quinolonas, mediada por genes gnr y aac (6°)-1b-cr
asociados a blaoyas dentro de integrones complejos, en aislados productores de
cefaminicinasas plasmidicas o B-lactamasas CTX-M se ha comunicado en diversos aislados
esporadicos de K. pneumoniae de muy diferentes procedencias geograficas (Verdet et al 2006,
Quiroga et al 2007, Machado et al 2006) y recientemente se ha descrito la diseminacién en
integrones complejos de clase 1 de blagya., Y blawpe.s junto con determinantes de resistencia a
trimetoprim, aminoglicésidos y cloranfenicol y gnrB en aislados multirresistentes de K.

pneumoniae procedentes de Argentina, Chile, Uruguay y Australia (Chowdhury et al 2011).
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Justificacion y objetivos
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En un estudio previo realizado en aislados de S. enterica de origen humano productores de -
lactamasas recuperados entre 2000 y 2001 en el laboratorio de microbiologia del Hospital de
Tortosa Verge de la Cinta (Pérez-Moreno et al 2005) pudimos constatar la amplia diseminaciéon
en el serotipo Typhimurium de los aislados con fenotipo de resistencia (resistencia a
amoxicilina, cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina y sulfamidas) y perfil de integrones (1
kb/ aadA1 vy 1,2 kb/blapse,) tipicos del clon DT104 de distribucién mundial y la emergencia e
inusual frecuencia de aislados multirresistentes del mismo serotipo portadores de un integrén
de clase 1 que contenia los casetes génicos de resistencia blaoya.r Y aadAl en su regidn
variable, que hasta entonces sélo se habian identificado esporadicamente en algunos paises
del sur de Europa, aunque ya habia algunas publicaciones que sugerian su emergencia en
Espafa y Portugal, atribuible fundamentalmente a diseminacion clonal. En nuestra serie, sin
embargo, se daba la circunstancia de que ambos perfiles de integrones se encontraban en
aislados de S. Typhimurium de distintos fagotipos, lo que permitia sospechar la posibilidad de
su transferencia horizontal con la consiguiente repercusion en la salud publica que esto podria
suponer. Cabe sefalar que la deteccién de integrones no se limité al serotipo Typhimurium,
serotipo en el que parecen estar mas extendidos y en el que se han llevado a cabo la mayor
parte de estudios sobre prevalencia de estos elementos genéticos, sino que también se
observd, aunque en mucha menor medida, en aislados multirresistentes de S. Enteritidis y de
algunos serotipos poco prevalentes.

Por otra parte, en el curso de uno de los estudios de vigilancia de resistencia a los antibidticos
que se realizan periddicamente en el laboratorio de microbiologia del Hospital de Tortosa
Verge de la Cinta, se puso de manifiesto un aumento muy significativo de la resistencia a
amoxicilina/clavulanico en aislados de Klebsiella pneumoniae procedentes de pacientes de un
centro sociosanitario, que en el 2004 llegd a superar el 60%. Un andlisis mds detallado del
fenotipo de resistencia reveld que la mayoria de los aislados eran sensibles a cefamicinas,
cefazolina y al resto de cefalosporinas, lo que sugeria que el mecanismo subyacente era la
produccién de penicilinasas resistentes a inhibidores, y que habia un subgrupo de aislados muy
homogéneo que se caracterizaban por presentar sensibilidad disminuida a cefepime y
resistencia a quinolonas y tobramicina (ver datos de evolucion de resistencias en el centro en
el anexo 2). El perfil de multirresistencia y la disminucion de sensibilidad a cefepime de este
subgrupo de aislados era sugestivo de la presencia de un gen blagy, ubicado junto al resto de
determinantes responsables del fenotipo de resistencia en un mismo vector genético,
probablemente un integron.

Los hallazgos expuestos anteriormente nos hicieron plantearnos el interés de seguir la

evolucidn de la situacidn en los aislados de enterobacterias objeto de los estudios preliminares
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y la necesidad de profundizar en el papel desempenado por los integrones en la emergencia,

diseminacion y coseleccion de resistencias en dos escenarios aparentemente tan distantes

como la zoonosis por Salmonella y la infeccion nosocomial por Klebsiella pneumoniae.

Objetivo general:

Establecer la contribucion de los integrones de clase 1 a la resistencia a antibidticos en

aislados clinicos de enterobacterias de dos contextos epidemiolégicos bien diferenciados:

zoonosis por Salmonella enterica e infeccion por Klebsiella pneumoniae en pacientes de un

centro sociosanitario.

Objetivos especificos:

Conocer la evolucién de la prevalencia, las caracteristicas y la contribucién a la
resistencia antibidtica de los integrones de clase 1 en aislados clinicos de origen
humano de S. enterica serotipo Typhimurium recuperados en la zona de influencia del
Hospital de Tortosa Verge de la Cinta e investigar la epidemiologia molecular de los
aislados portadores de estos elementos genéticos.

Estudiar la prevalencia, caracteristicas y contribucién a la resistencia antibidtica de los
integrones de clase 1 en aislados clinicos de origen humano de S. enterica de serotipos
no Typhimurium recuperados en la zona de influencia del Hospital de Tortosa Verge de
la Cinta, asi como rastrear la presencia de genes gnr e identificar las B-lactamasas
producidas por los aislados resistentes a amoxicilina.

Investigar la epidemiologia molecular, los mecanismos de resistencia subyacentes y la
eventual implicacién de los integrones de clase 1 en aislados de Klebsiella pneumoniae
de un centro sociosanitario con sensibilidad disminuida a amoxicilina/clavulanico y
sensibles a cefazolina.

Identificar los mecanismos moleculares responsables de la resistencia a B-lactamicos y
quinolonas, asi como caracterizar su entorno genético y la eventual implicacién de
integrones de clase 1 en tres aislados multirresistentes de Klebsiella pneumoniae del
mismo centro sociosanitario con fenotipo sugestivo de la producciéon de una B-
lactamasa AmpC plasmidica y de la presencia de determinantes plasmidicos de

resistencia a quinolonas.
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ARTICULO 1 Y OTROS RESULTADOS RELACIONADOS NO PUBLICADOS

Resistencia antibidtica asociada a integrones de clase 1 en aislados de Salmonella
Tyhimurium de origen humano: epidemiologia molecular y emergencia de
integrones atipicos asociados a sul3 (Int J Antimicrob Agents 2009; 34:381-383).

En este trabajo se investigd la frecuencia y estructura de los integrones de clase 1 en los 92
aislados de S. Typhimurium de origen humano, incluyendo tres de la variante monofasica
[4,(5),12:i:-], recuperados consecutivamente de muestras clinicas en el laboratorio de
microbiologia del Hospital de Tortosa Verge de la Cinta entre 2004 y 2006, asi como la relacion
epidemioldgica entre los aislados de este serotipo portadores de integrones tipicos, incluyendo
para este propdsito 35 aislados adicionales obtenidos entre 2000 y 2001.

Nueve de los 92 aislados (9,8%) fueron sensibles a todos los antimicrobianos estudiados, seis
aislados (6,5%) fueron resistentes a un Unico antibidtico, otros seis (6,5%) a dos
antimicrobianos y 71 (77,2%) presentaron resistencia a tres o mas antibidticos no
relacionados. Los antibidticos que mostraron las tasas de resistencia mas elevadas fueron
tetraciclina (84,8%), amoxicilina (81,5%), estreptomicina (79,4%), sulfamidas (77,2%) vy
cloranfenicol (60,9%). La frecuencia de resistencia a amoxicilina/clavuldnico, cotrimoxazol y
acido nalidixico fue del 16,3%, 13% y 3,3% respectivamente y sélo dos aislados presentaron
disminucién de sensibilidad a ciprofloxacino (MIC entre 0.5 y 1 mg/mL). 36 de los 75 aislados
resistentes a amoxicilina producian OXA-1, 24 TEM-1, 14 PSE-1 y uno producia PSE-1 y TEM-1.
Se detectd la presencia de integrones de clase 1 en 56 aislados (60,9% del total de aislados y
78,9% de los multirresistentes), de los que 51 correspondieron a integrones tipicos asociados a
gacAE1-sull y el resto a integrones atipicos asociados a gacH-sul3. Se identificaron cuatro
perfiles de integrones tipicos ([l, 2 kb/ blagxa.;-aadA1]; [1a, 2 kb/ blaoxa.;-aadAl+ 1.6 kb/ dfrA1-
aadA1]; [Il, 1kb/ aadA2 + 1.2 kb/ blapse4]: [IIl, 1.2 kb/ blapse.1]), mientras que los cinco
integrones atipicos compartian la estructura [5'CS-dfrA12-orfF-aadA2-cmlAl-aadAl-qacH-
IS440-sul3] (perfil 1V). Todos los aislados con perfil de integrones Il eran resistentes a
amoxicilina, estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol y sulfamidas, mientras que los del perfil
| mostraban resistencia adicional a nitrofurantoina y los del perfil la a nitrofurantoina y
cotrimoxazol. La presencia de floR y tetG (caracteristicos de SGI1) se pudo evidenciar en todos
los aislados con el integron de region variable 1,2 kb/ blapse.1. El perfil de integrones mas
frecuente fue el perfil | que se observd en 33 aislados (35,9% del total y 58,9% de los intl1
positivos), mayoritariamente del fagotipo 104b o no tipificables, seguido del Il que se observo
en 13 aislados (14,1% del total y 23,2% de los intl1 positivos) mayoritariamente del fagotipo

U302 o no tipificables (sélo un aislado era del fagotipo 104). Los perfiles la, lll y IV se
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identificaron en 3 (3,3% del total y 5,4% de los intl1 positivos), 2 (2,2% del total y 3,6% de los
intl1 positivos) y 5 (5,4% del total y 8,9% de los int/1 positivos) aislados, respectivamente. La
comparacién con los datos previos obtenidos con aislados del 2000 y 2001 mostraban un
incremento significativo de los aislados que albergaban el integron blagya.1- aadA1 (20.8% vs.
39.2%; p=0.01), un descenso no significativo de los que albergaban el integréon de region
variable blapse1 (24% vs. 16.3%) y la emergencia de nuevos perfiles de integrones (la, lll) y, en
particular de integrones atipicos asociados a sul3, que no estaban presentes en el periodo
anterior.

El andlisis combinado de los patrones ERIC y REP-PCR de 86 aislados portadores de integrones
tipicos de clase 1 (los 51 obtenidos entre 2004 y 2006 y 35 de los 43 de la coleccién de 2000-
2001) permitié adscribirlos a seis genotipos distintos (tabla 9 y figuras 21 y 22). La mayor parte
de los aislados (79%) compartian el patrén E2+R1, independientemente del perfil de
integrones (tabla 9), fagotipo (tabla 10) o afio de aislamiento (tabla 9), mientras que los cinco
patrones minoritarios eran especificos de los aislados de un determinado perfil de integrones,
se circunscribian a periodos limitados en el tiempo y soélo se detectaron en aislados no
tipificables o de patrén de lisis no reconocido. Estos resultados sugerian que la diseminacion
de aislados multirresistentes de S. Typhimurium portadores de integrones en nuestro dmbito
geografico era fundamentalmente debida a la diseminacién de un clon predominante, aunque
también parecia haberse producido una diseminacidn horizontal de estos vectores de

resistencia.

Tabla 9: distribucién de genotipos en los aislados de S. Typhimurium portadores de integrones
de clase 1 asociados a sul1 agrupados por perfil de integrones y afio de aislamiento

Patrones combinados ERIC-PCR y REP-PCR

Perfil integrones Afio
E1+R1 E2+R1 E3+R1 E4+R1 E2+R2 E2+R3
1 (2 kb/blagya.1+ aadA1) 2000-01 2 14 - 2 - -
2004 - 11 - 5 - -
2005 2 3 - 1 - -
2006 - 10 1 - - -
Total 4(7,8%)  38(74,5%) 1(2%) 8 (15,6%) 0 (0%) 0 (0%)
la(2 kb/blaoya1+ aadAl; 2005 - 1 - - - -
1,6 Kb/ dfrAl+aadAl) 2006 - 2 - - - -
Total 0 (0%) 3 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Il (1kb/aadA2; 2000-01 - 13 3 - 1 -
1,2 kb/blapsg.1) 2004 - 5 - - - 1
2005 - 3 - - - -
2006 - 4 - - - -
Total 0 (0%) 25 (83,3%) 3 (10%) 0 (0%) 1(3,3%) 1(3,3%)
11 (1,2 kb/blapse.1) 2006 - 2 - - - -
Total 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Total 4(4,6%) 68(79,1%) 4(4,6%) 8(9,3%) 1(1,2%) 1(1,2%)
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Tabla 10: Distribucion de genotipos entre los distintos fagotipos identificados en los aislados
de S. Typhimurium portadores de integrones de clase 1 asociados a sull

E1l

Fagotipo Patrones combinados ERIC-PCR y REP-PCR
E1+R1 E2+R1 E3+R1 E4+R1 E2+R2 E2+R3
104 - 6 - - - -
104b - 13 - - - -
U302 - 11 - - 1 -
U311 - 3 - - - -
120 - 1 - - - -
193 - 1 - - - -
204c - 1 - - - -
NT 2 18 2 7 - 1
PNR 2 14 2 1 - -

El E4 El E3 E3 MW E2 E2 E2 E4 E4 E2 E2 E2 E2 E4 R1 R1 R1 R1 R2 R3 R1 Rl Rl R1

Figuras 21 (izquierda) y 22 (derecha): Patrones ERIC-PCR (izquierda) y REP-PCR
(derecha) de aislados seleccionados de S. Typhimurium portadores de integrones de
clase 1 tipicos asociados a su/l. Las flechas indican las bandas polimdrficas.
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MATERIAL Y METODOS

Aislados bacterianos: Los 92 aislados de S. Typhimurium, incluyendo tres de la variante
monofasica de féormula antigénica [4,(5),12:i:-], de un total de 309 aislados de S. enterica
recuperados en el laboratorio de microbiologia del Hospital de Tortosa Verge de la Cinta entre
2004 y 2006 fueron incluidos en el estudio. Se considerd un Unico aislado por paciente o brote
conocido. Para los andlisis de epidemiologia molecular se incluyeron 35 aislados adicionales de
S. Typhimurium portadores de integrones de clase 1 tipicos obtenidos en 2000 y 2001, Los
aislados, que fueron identificados mediante pruebas bioquimicas convencionales y serotipados
y fagotipados en el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella del centro
Nacional de Microbiologia, procedian de muestras clinicas (91 muestras de heces y una de
sangre) de pacientes atendidos en el Hospital de Tortosa Verge de la Cinta o en cualquiera de
los centros de Atencién Primaria de la Region Sanitaria Terres de I'Ebre cuyas muestras se

procesan en el laboratorio de microbiologia de dicho hospital.

Pruebas de sensibilidad in vitro: La sensibilidad a amoxicilina, amoxicilina/clavulanico,
ceftazidima, cefotaxima, cefepime, cotrimoxazol, gentamicina, tobramicina, amikacina, acido
nalidixico, ciprofloxacino, tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina, espectinomicina,
kanamicina y sulfamidas se estudid por microdilucion en caldo mediante los paneles
comerciales 95W y 93W (Francisco Soria Melguizo. Madrid. Espafia) o por difusién en agar
siguiendo las recomendaciones y aplicando los puntos de corte establecidos por el CLSI. Se
considerd que un aislado era multirresistente cuando presentaba resistencia a tres a o mas

familias de antibidticos.

Deteccidn de genes de resistencia y deteccidn y caracterizacion de integrones de clase 1:

La presencia de los genes blapse.1, blaoya.1 and blargy.1, que codifican las B-lactamasas TEM-1,
OXA-1 y PSE-1 respectivamente, y la de los genes tetG (resistencia a tetraciclina), floR
(resistencia a cloranfenicol), sull y sul3 (genes de resistencia a sulfamidas asociados a
integrones de clase 1) se investigd mediante PCR y secuenciacidn, utilizando los siguientes
cebadores: blawm: 5’- TTG GGT GCA CGA GTG GGT- 3’ y 5’- TAA TTG TTG CCG GGA AGC- 3’;
blaogya1: 5’- ACC AGA TTC AAC TTT CAA-3’ y 5’- TCT TGG CTT TTA TGC TTG-3’; blapse.1: 5'- AAT
GGC AAT CAG CGCTTC-3’ y 5’- GGG GCT TGA TGC TCA CTC-3’; tetG: 5’- GCT CGG TGG TAT CTC
TGC-3’ y 5’-AGC AAC AGA ATC GGG AAC-3’; floR: 5’-CAC GTT GAG CCT CTA TAT-3' y 5’-ATG
CAG AAG TAG AAC GCG-3'); sull: 5’-TGG TGA CGG TGT TCG GCA TTC-3' y 5’- GCG AGG GTT
TCC GAG AAG GTG-3’; sul3: 5’- CAT TCT AGA AAA CAG TCG TAG TTC G-3’ y 5’- CAT CTG CAG
CTA ACCTAG GGC TTT GGA-3' y las siguientes condiciones de amplificacion: 1 ciclo inicial de 5
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minutos a 94° C; 30 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 55° C durante 30 segundos y 72° C
durante 30 segundos; 1 ciclo final de 72° C durante 5 minutos.

La caracterizacion de los casetes génicos incluidos en la regidn variable de los integrones de
clase 1 se realiz6 mediante PCR y posterior secuenciacion empleando los cebadores 5’CS (5'-
GGC ATC CAA GCA GCA AGC-3’) y 3’CS (5'-AAG CAG ACT TGA CCT GAT-3’) y el siguiente
programa de amplificacidn: 1 ciclo inicial de 5 minutos a 94° C; 30 ciclos de 94° C durante 30
segundos, 55° C durante 30 segundos y 72° C durante 2 minutos y 30 segundos; 1 ciclo final de
72° C durante 5 minutos. En aquellos aislados positivos para int/1 en los que no se obtuvieron
amplicones empleando los cebadores 5'CS y 3’CS, la caracterizacién de la regidon variable de los
integrones se llevé a cabo mediante ensayos de PCR solapante y posterior secuenciacion
empleando los cebadores 5'CS y cmlA reverse (5’- ATC AGG CAT CCC ATT CCC AT -3’) y sul3
forward (5’- CAT TCT AGA AAA CAG TCG TAG TTC G- 3’) y cmlA forward (5'- TGT CAT TTA CGG
CAT ACT CG-3’) y el mismo programa de amplificacion que para la deteccion de integrones de

clase 1 convencionales.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 uL conteniendo Cl,
Mg 1,5 mM; tampdn PCR 1x; 0,2 mM de cada uno de los nucledsidos trifosfato, 0,5 mM de
cada uno de los correspondientes cebadores, 1,5 U de Tagpolimerasa (Ecogen. Barcelona.
Espafia) y 25 pL de lisado bacteriano, obtenido tras someter a ebullicién a 100° C durante 10
minutos una suspensidn de tres colonias, procedentes de un cultivo fresco en agar sangre, en

50 uL de agua bidestilada estéril y posterior centrifugacién a 14000 rpm durante 20 segundos.

Los productos finales de cada PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al
1,5 % con 0,5 mg/mL de bromuro de etidio. El tamafio de los amplicones generados se calculé
por comparacion con el patrén de tamano molecular Supperladder-Mid 1 100 pb (Gensura.

San Diego. EUA)

Definicion diferentes perfiles de integrones: Los diferentes perfiles de integrones obtenidos
al analizar los aislamientos estudiados se definieron de acuerdo al nimero, tamafio de los
amplicones generados y genes de resistencia detectados en la region variable de los

integrones.

Ensayos de epidemiologia molecular: La relacién clonal de los aislados portadores de
integrones de clase 1 convencionales asociados a sul11 se estudid6 mediante Enterobacterial
repetitive intragenic consensus (ERIC) -PCR y Repetitive extragenic palindromic (REP)-PCR. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pL conteniendo Cl, Mg 3,5 mM

(ERIC) 0 3mM (REP); tampdn PCR 1x; 0,2 mM de cada uno de los nucledsidos trifosfato, 1 mM
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(ERIC) 0 2mM (REP) de cada uno de los correspondientes cebadores ; 2 U (ERIC) 0 1,5 U (REP)
de Taqpolimerasa (Ecogen. Barcelona. Espafia) y 25 uL de lisado bacteriano, obtenido tras
someter a ebullicidn a 100° C durante 10 minutos una suspension de una colonia, procedente
de un cultivo fresco en agar sangre, en 50 pL de agua bidestilada estéril y posterior
centrifugacién a 14000 rpm durante 20 segundos. Para la ERIC-PCR se emplearon los
cebadores ERIC-1 (5’-ATG TAA GCT CCT GGG GAT TCA C-3’) y ERIC-2 (5’- AAG TAA GTG ACT
GGG GTG AGC G-3’) vy las siguientes condiciones de amplificacién: 30 ciclos de 94° C durante 1
minuto, 52° C durante 1 minuto y 65° C durante un minuto y 1 ciclo de extension final de 65°C
durante 16 minutos. Para la REP-PCR se utilizd el cebador REP-1 (5’- GCG CCG ICA TGC GGC
ATT -3’) y las siguientes condiciones de amplificacion: 30 ciclos de 94° C durante 1 minuto, 40°
C durante 1 minuto y 6 °C durante un minuto y 1 ciclo de extensidn final de 65° C durante 16

minutos.

Se considerd que dos aislados estaban relacionados epidemiolégicamente cuando compartian
el mismo patrén por ERIC-PCR y REP-PCR. Para confirmar la reproducibilidad de ambas técnicas

todos los aislados fueron analizados al menos dos veces.

Anilisis estadistico: Se aplicaron las pruebas de %2 o el test exacto de Fisher para estudiar la

diferencia entre proporciones y se asignd significacion estadistica a valores de p< 0,05.
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set up as a pilot study, which is why sample sizes were relatively
small. Although the role of artemisinins in leishmaniasis has been
observed previously [6,7], this study failed to show a significant
difference between the two arms.
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Re: a VIM-1-metallo-3-lactamase-producing Klebsiella pneumo-
niae clinical isolate in an acute hospital in Germany

Keywords:
Carabenem
Resistance

Klebsiella pneumoniae
Germany

Weile et al. [1] report the first detection of a carbapenem-
resistant Kiebsiella pneumoniae clinical isolate in Germany owing
to the presence of a VIM-1-metallo-B-lactamase (MBL). To my
knowledge, the first carbapenem-resistant K. pneumoniae from Ger-
many owing to production of MBL was reported by Albert-Braun
and Wichelhaus in 2006 in Chemotherapie Journal (the journal
of the Paul-Ehrlich Society for Chemotherapy) [2]. It was iso-
lated in August 2004 from the urine of a patient who had been
pre-treated with ampicillin/sulbactam, meropenem, vancomycin,
ciprofloxacin, metronidazole, fluconazole and voriconazole. Mini-

mum inhibitory concentrations (MICs) for aztreonam, meropenem
and imipenem were determined by Etest. MBL was detected by test-
ing imipenem alone and with ethylene diamine tetra-acetic acid
(EDTA) [3]. This strain had an MIC of >32 mg/(L against meropenem
and imipenem. Addition of EDTA did not change the MIC. Its MIC
against aztreonam was 0.5 mg/L. The authors also describe a second
patient with carbapenem-resistant Enterobacter cloacae.

In the same journal, Burak et al. report an outbreak due to
carbapenem-resistant K. pneumoniae in an Intensive Care Unit
[4]. The authors collected strains isolated from February 2002 to
March 2004. They report two different strains. The first strain
was isolated in 2002 and was sensitive to carbapenems, whereas
the second strain isolated in 2004 was resistant to imipenem
(MIC =8 mgjfL). This resistance was due to changes in outer mem-
brane porins.

Furthermore, Timmerbeil et al. report another carbapenem-
resistant K. pneumoniae strain [5]. This strain had a MIC of 32 mg/L
against imipenem and ertapenem and its MIC against meropenem
was 8 mg/L. The mechanism of resistance was not elucidated [5].
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Multidrug resistance related to class 1 integrons in human
Salmonella enterica serotype Typhimurium isolates and emer-
gence of atypical sul3-associated integrons

Sir,

Salmonella enterica serotype Typhimurium is one of the lead-
ing causes of food-borne disease in developed countries. Multidrug
resistance, which is generally linked to the presence of integrons
and is often related to antibiotic use in food animals, has been
increasingly reported in this serovar within the last 20 years [1].
Integrons are versatile genetic elements that play an important
role in the dissemination of multidrug-resistant (MDR) Gram-
negative microorganisms and in the co-selection of resistance.
Most integrons found in clinical isolates of Salmonella spp., as in
other Enterobacteriaceae, belong to class 1 and possess the sull
sulphonamide resistance gene in the 3’ conserved segment (3'CS)
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Table 1

Features of the 56 class 1 integron-carrying (int1-positive) Salmonella enterica serotype Typhimurium isolates recovered between 2004 and 2006.
Integron profile 2 Resistance phenotype ® Phage type

1(2 kb/blagxa1-aadA1) A(AmC)TSt/SpSulCNf (n=32)

ATSt/SpSulCNISxt (n=1)

ATSt/SpSulCNfSxt (n=1) RDNC

AAMCTSt/SpSulCNFSxtGenTh (n=2) RDNC

A(AMC)TSt/SpSulC (n=10) 104(1) 9; U302 (4) ; NT (4); RDNC (1)
ATSt/SpSulCSxt (n=2) U302 (1); NT(1)

104b (10); 120 (1); 193 (1); 204c (1); NT (13); RDNC (6)
104b
1b (2 kb/blaoxa 1-aadAT; 1.6 kbjaadA1-dfrAT)

11 (1 kbjaadA2; 1.2 kbfblaps ;) ©

ATSt/SpSulCNalK (n=1) U311

1 (1.2 kb/blapse.1) © AAMCTSUIC (n=2) U311

No amplicon (dfrA12; aadA2; cmlA1; aadAT; sul3) f ATSt/SpSulCSxt (n=1) RDNC
ASH/SpSulCSxt (n=1) 120
TSt/SpSulCSxt (n=2) 120 (1); 104b (1)
TSt/SpSulCSxtK(n=1) 1204

PCR, polymerase chain reaction; NT, non-typeable; RDNC, reaction-does-not-conform.

2 In parentheses, size of amplicons and resistance genes inserted in the variable region of class 1 integrons amplified by PCR using 5'CS and 3'CS primers [4]: blaoxa and
blapse.1, B-lactam resistance; aadA1 and aadA2, streptomycin and spectinomycin resistance; dfrA7 and dfrA12, trimethoprim resistance; cmlA1, chloramphenicol resistance;
sul3, sulphonamide resistance.

b Resistance phenotypes: A, amoxicillin; Amc, amoxicillin/clavulanic acid; T, tetracycline; St, streptomycin; Sp, spectinomycin; Sul, sulphonamides; C, chloramphenicol;

NI, nitrofurantoin; Sxt, trimethoprim/sulfamethoxazole; Gen, gentamicin; Tb, tobramycin; Nal, nalidixic acid; K, kanamycin.

< All isolates were positive for tet(G) and floR.
d Isolates belonging to monophasic variant.
® Included one isolate presenting blaem-1 (B-lactam resistance).

f No amplicons generated by PCR with 5'CS and 3'CS primers. Resistance genes carried by the integron were identified by PCR mapping assays and nucleotide sequencing.

[2]; however, atypical sul3-associated integrons containing sev-
eral different cassette arrays have recently been described [3]. In
this work, we investigated the frequency, features and molecular
epidemiology of class 1 integron-carrying human S. Typhimurium
isolates from our geographical area.

The 92 non-duplicate clinical isolates of S. Typhimurium (includ-
ing 3 isolates of the [4,(5),12:i:-] monophasic variant) collected
at our laboratory between 2004 and 2006 from patients from
the Health Region of Terres de I'Ebre (north-eastern Spain) were
screened for the presence of class 1 integrons by polymerase chain
reaction (PCR) amplification using specific primers aimed to detect
the int1 gene. The number of integrons and the size of their vari-
able region (VR) were analysed by PCR employing the 5'CS and
3'CS set of primers [4]. Gene integron content within the VR of
class 1 integrons was assessed by PCR using 5CS or 3'CS primers
in combination with a number of specific primers that targeted
resistance genes known to be associated with integrons. Gene con-
tent was subsequently confirmed by nucleotide sequencing. Class
1 integrons were present in 54 biphasic and 2 monophasic vari-
ant S. Typhimurium isolates (78.9% of MDR isolates and 60.9% of
total isolates) recovered over the study period. The features of
these 56 isolates are summarised in Table 1. Only four different
VR and four different integron profiles were identified among the
51 strains exhibiting sull-type class 1 integrons. Overall, the 2kb
blagxa 1—aadA1 was the most prevalent VR, observed in 36 strains
(39.1% of total strains and 64.3% of int1-positive strains). The 15
remaining isolates (16.3% of total isolates and 26.8% of int1-positive
isolates) harboured the 1.2 kb blapsg_¢ VR integron, almost always
accompanied by a second 1 kb integron containing aadA2 VR, and
the resistance determinants tet(G) and floR, which are characteris-
tic of the chromosomal Salmonella genomic island 1 (SGI1) carried
by the worldwide spread MDR S. Typhimurium strains belonging to
phage type 104 [1]. These results corroborate that S. Typhimurium
isolates bearing the plasmid-borne 2 kb blagxa.1—aadAl integron
have become endemic in Spain [5] and are displacing pandemic
SGI1 isolates to second place. DNA fingerprinting of 86 typical class
1 integron-carrying isolates (the 51 isolates recovered between
2004 and 2006 and 35 of the 43 PSE-1- or OXA-1-producing isolates
recovered during 2000 and 2001 [4]) was performed by enterobac-
terial repetitive intragenic consensus (ERIC)-PCR and repetitive

extragenic palindromic (REP)-PCR [6]. Combined ERIC- and REP-
PCR patterns revealed six different genotypes and, interestingly,
mostisolates (79%), irrespective of their integron profile, phage type
or year of isolation, were ascribed to a main genotype, whilst the
five minority genotypes were specific of a certain integron profile
and were only discovered in non-typeable or reaction-does-not-
conform (RDNC) isolates. These findings suggest that multidrug
resistance related to class 1 integrons in S. Typhimurium isolates
from our geographical region is mainly due to the spread of a pre-
dominant clone, although horizontal transfer of genetic resistance
elements may have also contributed.

Finally, four biphasic and one monophasic S. Typhimurium
isolates (5.4% of the total isolates) that were positive for
intl but failed to generate amplicons with the 5CS and
3'CS primers were found. The five isolates were positive for
sul3, and nucleotide sequencing of amplicons yielded by PCR
mapping assays demonstrated that they possessed a class 1
integron with an unusual 3’ end and the following structure:
5'CS-dfrA12-orfF-aadA2-cmiA1-aadA1-qacH-15440-sul3. This
integron was identical to the integron located in large conjugative
epidemic plasmids recently reported in Portuguese MDR isolates
of S. Typhimurium, S. Rissen, S. Haifa and IlIb:65:Ivienxz15 from
different sources, including human samples [3], and in a Thai
S. Stanley isolate from swine [7]. To our knowledge, this is the
first description of such atypical class 1 integrons among Spanish
isolates of S. enterica.

In summary, the high prevalence of multidrug resistance in
human S. Typhimurium isolates from our health region is strongly
associated with the presence of class 1 integrons, particularly with
the 2kb integron containing blagxa.1-a2adA1 VR, and is chiefly
attributable to the spread of a predominant clone. Furthermore,
the emergence of MDR S. Typhimurium isolates carrying unusual
class 1 integrons linked to sul3, which had not previously been doc-
umented in Spain, represents an additional threat to public health.
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Clearance of intravenous 5-fluorocytosine during continuous
venovenous haemodiafiltration in a patient with hepatosplenic
candidiasis

Sir,

One of the oldest antifungal agents remaining in use is
5-fluorocytosine (flucytosine; 5-FC), a fluorinated analogue of cyto-
sine. 5-FC itself has no antifungal activity but it rapidly penetrates
into fungal cells and is converted to 5-fluorouracil leading to
the inhibition of fungal DNA and RNA synthesis. Many yeasts
(including Candida and Cryptococcus spp.), Aspergillus spp. and
chromomycosis-causing dematiaceous fungi are susceptible to 5-
FC[1]. 5-FC is now mostly used as dual or rescue therapy owing to
the frequent development of resistance when used as monotherapy.
Therapeutic drug monitoring (TDM) is recommended to optimise
dosing and is essential to minimise the development of toxicities,
including bone marrow suppression and hepatotoxicity.

Like other hydrophilic drugs, appropriate dosing of 5-FC is par-
ticularly challenging in critically ill patients. 5-FC has high oral
bioavailability (76-89%) and a half-life (t;,) of 3-4h in patients
with normal renal function where 90% of drug clearance occurs [2].
In patients with renal failure, the £y, canincrease to 85 h, which can
complicate dosing in patients with renal dysfunction or receiving
dialysis [3]. We are unaware of any data to guide dose reduction dur-
ing continuous venovenous haemodiafiltration (CVVHDF), a form of
continuous renal replacement therapy used in critically ill patients.

Recently, we prescribed 5-FC as rescue therapy for hepatosplenic
candidiasis in a 36-year-old woman with stage IVB Hodgkin's
lymphoma (weight 75kg, height 172cm). She presented to our
multidisciplinary Intensive Care Unit with an enlarging mediasti-
nal mass and respiratory failure requiring invasive ventilation.
After receiving induction chemotherapy (ifosfamide, carboplatin,
etoposide and methylprednisolone), she developed profound neu-
tropenia (>14 days) in addition to multiple organ dysfunction
syndrome including acute kidney injury requiring CVVHDE. Follow-
ing recovery of her white cell count her course was complicated
by persistent multiorgan failure. Candida lusitaniae was cultured
from blood and ascitic fluid. Abdominal imaging revealed mul-
tiple, poorly attenuating lesions in the liver and spleen owing
to metastatic fungal infection. Treatment with intravenous (i.v.)
caspofungin (70 mg loading dose followed by 50 mg daily) was com-
menced for 3 days, and 5-FC (25 mg/kg; 1875 mg i.v. every 6 h) was
then added as rescue therapy.

During a 6-h dosing interval on Day 2 of therapy (sixth dose),
four plasma samples were drawn for TDM (Fig. 1). Throughout this
period the patient remained on CVVHDF (Nephral ST, AN69 mem-
brane, surface area 1.05m?2; Gambro) (pump speed 200 mL/min,
dialysis flow rate 1000 mL/h, ultrafiltration rate 2000 mL/h).

The plasma pharmacokinetic data for 1875 mg 5-FC admin-
istered every 6h as a 30-min i.v. infusion were as follows:
maximum concentration (Cmnax) 120 mg/L (suggested TDM tar-
gets 50-100 mg/L); minimum concentrations (Cp,) 74 mg/L and
82 mg/L, respectively (suggested TDM targets 25-50 mg/L); termi-
nal elimination half-life (t1;;) 12.6 h; elimination rate constant (ke )
0.055 h; total clearance (CLgor) 3.15 L/ h; and apparent volume of dis-
tribution during terminal phase (V) 57.3L (or 0.76L[kg). To our
knowledge, this is the first report of the pharmacokinetics of 5-FC
during CVVHDF. Our data suggest that given the half-life published
from data in healthy patients with normal renal function (3-4h
[2]), a dose of 25 mg[kg every 12 h could be considered appropri-
ate for use in patients with oliguric acute (or chronic) kidney injury
receiving CVWHDF with similar settings to those described here.
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Fig. 1. Changes in plasma concentration of 5-fluorocytosine (5-FC) versus time
for one dose interval (dose 1875 mg every 6h). CVWHDF, continuous venovenous
haemodiafiltration.
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Otros resultados relacionados con el articulo 1 no incluidos en la publicacién

Probable adquisicion in vivo de resistencia a cefalosporinas de 32 generacién en un
aislado de S. Typhimurium multirresisrente (Resultados presentados en el XIV Congreso
de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica .Resumen en
Enferm Infecc Micrbiol Clin 2010 (Espec Cong 1): 237-238).

El objetivo del presente trabajo fue caracterizar los genes implicados en la adquisicién in
vivo de resistencia a cefalosporinas de tercera generacién, cefoxitina y amoxicilina-clavulanico
en una cepa de S. Typhimurium fagotipo U311 aislada de una muestra fecal de una paciente
con gastroenteritis.

Uno de los aislados de S. Typhimurium incluido en el articulo 1, perteneciente al fagotipo
U311, con perfil de integrones (1 kb/aadA2 + 1,2 kb/blapse.1), flor y tetG positivo y resistencia
a amoxicilina, estreptomicina, espectinomicina, tetracicilina, cloranfenicol, sulfamidas, acido
nalidixico y sensibilidad disminuida a ciprofloxacino, se recuperé en el afio 2006 a partir de las
heces de una paciente de cinco meses atendida en el servicio de urgencias del Hospital de
Tortosa Verge de la Cinta e ingresada en el servicio de pediatria por gastroenteritis con fiebre
(aislado A). Se inicid tratamiento con fosfomicina y diez dias después, al no remitir la diarrea,
se cursd otro coprocultivo del que se aisl6 nuevamente S. Typhimurium con idéntico
antibiograma, por lo que se cambid el tratamiento a amoxicilina/acido clavulanico que se
pautd durante una semana. Veintitrés dias mas tarde se aislé en un coprocultivo de control S.
Typhimurium del fagotipo U311 que presentaba resistencia adicional a ceftazidima,
cefotaxima, cefoxitina y amoxicilina/acido clavulanico (aislado B). Los patrones obtenidos por
ERIC, REP-PCR vy electroforesis en campo pulsado con Spel y Xbal (Sdenz et al 2004) eran
indistinguibles en los aislados A y B, que pertenecian a la secuencia tipo ST19. Se demostrd
mediante PCR y secuenciacién (Stapleton et al 1999; Pérez-Pérez et al 2002) que el aislado B
presentaba el mismo perfil de integrones que el aislado A y que poseia el gen blacwy.,,
codificante de una AmpC plasmidica, en el siguiente entorno genético: ISEcp1 + blacwy., + blc.
Se realizaron ensayos de conjugacion en medio liquido empleando la cepa E. coli J53 resistente
a azida como receptora y los aislados A y B como donantes y sélo se obtuvieron
transconjugantes del aislado B que portaban la estructura ISEcp1 + blacwy., + blc, pero en los
cuales no se detectd la presencia de integrones; los transconjugantes eran resistentes a
amoxicilina, ceftazidima, cefotaxima, cefoxitina y amoxicilina/clavulanico y sensibles a
estreptomicina, espectinomicina, tetraciclina, cloranfenicol, sulfamidas, acido nalidixico y
ciprofloxacino. El tipado plasmidico por Plasmid-based-replicon-typing (Carattoli et al 2005;

Garcia-Fernandez et al 2009) reveld la presencia de un plasmido de tipo colEp en los aislados A
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y B, asi como la de un plasmido del grupo IncK en la cepa B y sus transconjugantes, en el que
presumiblemente estd ubicado el gen blacwy.,, aunque estd pendiente demostrarlo mediante
ensayos de hibridacion.

Los hallazgos presentados son sugestivos de la adquisicion horizontal in vivo en el curso del
tratamiento con amoxicilina/clavulanico de un plasmido portador de blacwy.,, probablemente a
partir de otros microorganismos de la flora intestinal de la paciente, por parte de un aislado
multirresistente de S. Typhimurium fagotipo U311 con un genotipo de resistencia

caracteristico de la SGI1.
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ARTICULO 2

B-lactamasas, genes gnr y resistencia antibidtica mediada por integrones de clase 1
en aislados de origen humano de Salmonella enterica de serotipos diferentes al
Typhimurium (trabajo remitido para su publicacién a International Journal of
Antimicrobial Agents)

En el presente trabajo se investigd la prevalencia y las caracteristicas de los integrones de clase
1 en los aislados clinicos de origen humano de S. enterica de serotipos distintos al
Typhimurium (se considerd un Unico aislado por paciente o brote conocido) recuperados en el
laboratorio de microbiologia del Hospital de Tortosa Verge de la Cinta en los 10 primeros
meses de 2001 y entre 2004 y 2009, asi como las B-lactamasas producidas por los aislados
resistentes a amoxicilina y la presencia de determiantes gnr.

Se incluyeron en el estudio 382 aislados, de un total de 632 aislados de S. enterica, de los que
272 correspondian al serotipo Enteritidis y 110 a otros 40 serotipos diferentes.

132 aislados (34,6%) fueron sensibles a todos los antibidticos estudiados, 187 fueron
resistentes a uno o dos grupos de antibidticos (49%) y 63 (16,5%) presentaron resistencia a
tres o mas familias de antimicrobianos y fueron considerados multirresistentes. Los
antibidticos que mostraron las tasas mas altas de resistencia fueron acido nalidixico (41,1%),
amoxicilina (24,3%), tetraciclina (17,5%), estreptomicina (14,2%), sulfamidas (11%) vy
cotrimoxazol (9,9%). TEM-1 fue la B-lactamasa mas comun entre los aislados resistentes a
amoxicilina (84/93); se detectd la produccion de una B-lactamasa de espectro extendido en
cuatro aislados (CTX-M-9 en un aislado de S. Virchow y otro de S. Grumpensis, CTX-M-15 en
un aislado de S. Kapemba y SHV-12 en un aislado de S. Enteritidis) y la de la cefamicinasa
plasmidica DHA-1 en un aislado de S. Newport, mientras que en cuatro aislados (tres S. Rissen
y una S. Mikawasima) no se identificé ninguna de las B-lactamasas investigadas. Esta es la
primera descripcion de B-lactamasas de espectro extendido en los serotipos Kapemba vy
Grumpensis. El 39,3% de los aislados presentaron sensibilidad disminuida a ciprofloxacino y
tres aislados del serotipo Kentucky procedentes de pacientes que habian viajado al Norte de
Africa fueron resistentes (CMI > 2 mg/L), mientras que se identificaron determinantes gnr en el
aislado de S. Grumpensis productor de CTX-M-9 (gnrA1) y en el de S. Newport productor de
DHA-1 (gnrB4).

Se demostré la presencia de integrones de clase 1 en 35 aislados (9,2%) que pertenecian a 15
serotipos distintos, entre ellos Kapemba, Mikawasima y [9,12:lv:i:-] en los que nunca se habia
descrito la presencia de integrones. La frecuencia de aparicidon de integrones de clase 1 fue

significativamente mds elevada en los aislados multirresistentes que en los no
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multirresistentes (54% vs 0.3%; p<0,0001) y de hecho todos los aislados que albergaban
integrones, excepto uno, fueron multirresistentes. Se identificaron 11 integrones distintos
(ocho integrones tipicos asociados a sull, dos atipicos asociados a sul/3 y un integrén que
carecia de sull y sul3), siendo los de regidn variable dfrA1-aadA1l, dfrA17-aadA5y dfrA12-orfF-
aadA2 los mas prevalentes y ampliamente distribuidos entre distintos serotipos. Siete
integrones se detectaron en un Unico serotipo: dfrA7 (S. Enteritidis), aadA2 (S. Derby), aadB-
aadA2 (S. Grumpensis productora de CTX-M-9), dfrA16-aadA2 (S. Virchow productora de CTX-
M-9), aadA13-sat (S. Grumpensis) y los dos integrones atipicos asociados a sul3 de estructura
5’'CS-dfrA12-orfF-aadA2-cmIA1-aadAl-qacH-1S440-sul3 (tres aislados de S. Enteritidis) y 5’CS-
estX-psp- qacH-15440-sul3 (dos aislados de S. Rissen). Dos de estos integrones (los de region
variable aadA13-sat y estX-psp) no se habian descrito previamente en S. enterica. El entorno
genético de blacry.mo €ra compatible con el de un integron complejo en los dos aislados
productores de este enzima ya que en ambos se comprobd la presencia de sull y de ISCR1
(orf513) upstream de blacry.m-o-

Se consiguid la transferencia de los integrones por conjugacién en 17 de los 35 aislados. La
resistencia a B-lactamicos (incluidas cefalosporinas de amplio espectro), a ciprofloxacino
mediada por gnr y practicamente siempre a tetraciclina se cotransfirieron con los integrones.
Los plasmidos identificados en los transconjugantes que albergaban integrones pertenecian en

su mayoria a los grupos de incompatibilidad IncK e IncN.
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ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the occurrence and features of class 1 integrons among 382 clinical
Salmonella enterica isolates of non-Typhimurium serotypes, as well as to screen for gnr genes and to
characterize the B-lactamases produced by amoxicillin-resistant isolates. These isolates were recovered in
2001 and between 2004 and 2009 from patients from the health-region of Terres de I'Ebre (Catalonia.
Spain) and comprised 41 different serotypes, mostly of 5. Enteritidis (n=272), being 16.5% (n= 63) multidrug
resistant (MDR). Among the 93 amoxicillin-resistant isolates, 84 produced TEM-1, four produced an
extended-spectrum B-lactamase (CTX-M-9 in a S. Grumpensis isolate and in a gnrA1-harbouring S. Virchow,
CTX-M-15 in 5. Kapemba and SHV-12 in S. Enteritidis), one produced DHA-1 (gnrB4-positive S. Newport)
and none of the investigated B-lactamases was detected in four isolates. Overall, 35 isolates (9.2%)
belonging to 15 different serotypes carried class 1 integrons that were transferred by conjugation in 17
isolates. MDR and resistance to amoxicillin, cefotaxime, ceftazidime, tetracycline, streptomycin,
gentamicin, tobramycin, chloramphenicol, trimethoprim/sulfamethoxazole and sulphonamides were
strongly associated with class 1 integrons. Eleven distinct cassette arrays were identified within integrons,

with dfrAl-aadAl, dfrA17-aadA5 and dfrA12-orfF-aadA2 being the most prevalent and widely distributed

ones. Atypical sul3-associated integrons were detected in five isolates of serotypes Rissen and Enteritidis.
Moreover, the presence of integrons in serotypes Kapemba, Mikawasima and [9,12:Iv:i:-], of the aadA13-
sat and estX-psp (linked to sul3) cassette arrangements in S. enterica and of extended-spectrum B-

lactamases in S. Kapemba and 5. Grumpensis is reported here for the first time.

Key words: Human clinical isolates, non-Typhimurium Salmonella enterica serotypes, PB-

lactamases, gnr, antimicrobial resistance, class 1 integrons.
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1. INTRODUCTION

Non-typhoidal Salmonella enterica are one of the chief causes of food-borne disease in human related to
the ingestion of contaminated food products of animal origin (1). Although most cases of 5. enterica
infections are confined to the gastrointestinal tract and are self-limiting, treatment of more serious or
invasive illness may be hampered by the increase in the occurrence of isolates exhibiting multidrug-
resistance (MDR) and particularly resistance to antimicrobials of relevance for treatment of severe human
infections, specially to fluoroquinolones and to extended-spectrum B-lactams (2, 3). Amounting evidences
demonstrate that, except for S. Typhi, the use of antimicrobials in food animals has been a major factor in
the development of decreased susceptibility to antibiotics in Salmonella (1, 4).

Over the past few years many investigations have highlighted the main role of integrons in the acquisition
and dissemination of MDR in Salmonella and other Gram-negative bacteria, owing to its ability to capture
one or more gene cassettes by an integrase-mediated site-specific recombination mechanism and its usual
location on mobile genetic elements carrying other resistance determinants. Among the five classes of
antibiotic-resistance-encoding integrons reported to date, each with its own integrase, class 1 integrons
are the commonest in clinical isolates (5). Class 1 integrons generally possess the gacEA1 and sull genes
conferring resistance to ammonium quaternary compounds and sulphonamides, respectively, in the
3’conserved segment (CS) (5). The most paradigmatic and exhaustively researched case of MDR associated
with integrons in Salmonelia spp. is that of strains belonging to S. Typhimurium phage type 104 (DT104)
which have spread worldwide (4). However, class 1 integrons, including atypical su/3-associated integrons,
have also been reported in other S. Typhimurium phage types and, less frequently, in other serotypes of
different geographical origins (6,7) in which they contribute to the extent of antimicrobial resistance.

In a previous work we documented the high prevalence of integrons in human isolates of S. Typhimurium
and its monophasic variant from our geographical setting (8). The aim of the present work was to
investigate the occurrence and features of class 1 integrons among human antimicrobial-drug resistant

clinical S. enterica isolates of non-Typhimurium serotypes from the health-region of Terres de I'Ebre
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(Catalonia. Spain) as well as to screen for gnr genes and to characterize the B-lactamases produced by

amoxicillin-resistant isolates.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Bacterial isolates: All human clinical isolates of S. enterica were consecutively collected at the
Microbiology Laboratory of Hospital de Tortosa Verge de la Cinta during the first ten months of 2001 and
between 2004 and 2009. Among a total of 632 S. enterica isolates, those 382 isolates belonging to
serotypes different to Typhimurium or its monophasic variant (77 from 2001 and 305 from 2004-2009)
were included in the study. Only one isolate per patient or per known outbreak was considered. The
isolates, that comprised 272 S. Enteritidis and 110 isolates of other 40 different serotypes (table 1), were
recovered from clinical specimens (374 faeces, 3 blood, 3 abscesses, 1 ascitic fluid and 1 urine) from
patients attending either the referral hospital or any of the associated primary healthcare centres of the
health region of Terres de I'Ebre (north-eastern Spain). Isolates were identified by conventional

biochemical methods and serotyped at the National Reference Centre for Saimonella and Shigella

(Majadahonda. Madrid. Spain).

2.2. Antimicrobial susceptibility: In vitro susceptibility to amoxicillin, cefoxitin, ceftazidime, cefotaxime,
cefepime, tetracycline, streptomycin, spectinomycin, chloramphenicol, a sulphonamide compound
(sulfadiazine, sulfathiazole and sulfamerazine sodium), trimethoprim/sulfamethoxazole, nalidixic acid,
ciprofloxacin, gentamicin, tobramycin, kanamycin and nitrofurantoin was studied by the WIDER
commercial microdilution system using the 95W and 93W panels (Soria Melguizo. Madrid Spain) or by the
disk diffusion method following the guidelines and criteria of the CLSI (9). A double-disk synergy test was
performed with amoxicillin/clavulanic acid disks placed 30 mm apart from cefotaxime, ceftazidime,
cefepime and aztreonam disks to detect extended-spectrum B-lactamases (ESBL) in all isolates showing

decreased susceptibility to broad-spectrum cephalosporins.
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2.3. Detection of class 1 integrons and of resistance genes: PCR amplification followed by nucleotide
sequencing was performed under conditions and with primers previously described to screen for genes
encoding TEM, OXA-1, SHV and PSE-1 (10) in all amoxicillin-resistant isolates and also to screen for genes
encoding CTX-M (11) and plasmid-mediated AmpC B-lactamases (12) in those with decreased
susceptibility to extended-spectrum cephalosporins. gnrA, gnrB and gnrS (plasmid-mediated quinolone
resistance) genes were examined by PCR and sequencing (10) in isolates showing the classic resistance
phenotype [susceptibility to nalidixic acid (MIC <16 mg/L) together with diminished susceptibility to
ciprofloxacin (MIC >0.06 mg/L)] (13) and in isolates with reduced susceptibility to broad-range
cephalosporins because of the frequent association of genes coding for ESBLs. The genetic environment of
the blacowms genes was determined by PCR and sequencing with specific primers designed according to
reported surrounding structures (11).

The presence of class 1 integrons was investigated in all isolates resistant to at least one antibiotic by PCR
amplification aimed to detect the int/1 gene as well as the sull, sul3 and gacEA1 genes linked to 3’ CS of
class 1 integrons (10). Gene content within the variable region (VR) of class 1 integrons was assessed by
PCR and subsequent nucleotide sequencing using the 5’- and 3’- CS set of primers (10) or by PCR mapping
assays followed by nucleotide sequencing, employing 5’CS or sul3 forward primers in combination with
primers targeting resistance genes known to be associated with integrons.

Template DNA of all isolates was prepared with the whole cell boiled lysate procedure and final products of
PCR assays were resolved by gel electrophoresis on 1.5% agarose gels with 0.5 g/L of ethidium bromide.
2.4. Conjugation assays and analysis of integron-carrying plasmids

Transfer of class 1 integrons was tested by conjugation experiments carried out in Luria—Bertani broth
using the azide-resistant Escherichia coli J53 as the recipient strain and all integron-carrying Salmonella
isolates as donor strains. Transconjugants were selected on trypticase soy agar plates containing 150 mg/L
sodium azide and 100 mg/L amoxicillin or 350 mg/L sulphadiazine. The resistance phenotype and the

presence and content of class 1 integrons in transconjugants were assessed as described above. Detection
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and classification of plasmids according to their incompatibility group was accomplished by a series of PCR
assays as described by Carattoli et al (14) in transconjugants obtained from selected isolates representing
each of the different combinations of serotypes and integrons identified in this study.

2.5. Statistical analysis:

%2 or exact Fisher tests were applied to study the relationship between gualitative variables. Differences

were considered significant at p<0.05.

3. RESULTS

3.1. Antimicrobial susceptibility and resistance genes

The percentage of isolates resistant to the antibiotics studied and the B-lactamases and gnr determinants
detected among the different serotypes identified in this work are shown in table 1. Sixty-three isolates
(16.5%) exhibited resistance to three or more antimicrobial families and were considered MDR. The
antibiotics showing the highest rates of resistance were nalidixic acid (41.1%), amoxicillin (24.3%),
tetracycline (17.5%), streptomycin (14.2%), sulphonamides (11%) and trimethoprim/sulfamethoxazole
(9.9%). The most common resistance patterns were single resistance to nalidixic acid (112; 41.2%) or
amoxicillin (38; 14%) in S. Enteritidis isolates and resistance to amoxicillin, tetracycline, streptomycin and
nalidixic acid (8; 7.3 %); to amoxicillin, tetracycline, streptomycin, chloramphenicol,
trimethoprim/sulfamethoxazole and sulphonamides (7; 6.4%) or to amoxicillin, streptomycin,
trimethoprim/sulfamethoxazole and sulphonamides (6; 5.5%) for the remaining serotypes. Statistical
analysis did not show any significant changes in the frequency of MDR or in resistance to individual
antibiotics over the period investigated, except for resistance to nalidixic acid in S. Enteritidis isolates,

which dropped from 49.3% in 2001 to 15.8% (p= 0,002) in 2009.

Eighty-four of the 93 amoxicillin-resistant isolates were TEM-1 producers. SHV-12, CTX-M-9 and CTX-M-15
ESBLs were detected in one isolate of S. Enteritidis, two isolates of serotypes Virchow and Grumpensis, and

one isolate of S. Kapemba from an abdominal abscess, respectively, whereas another isolate of S. Newport

6
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was found to produce the AmpC B-lactamase DHA-1 and the presence of none of the B-lactamases
investigated could be demonstrated in four isolates (three S. Rissen and one 5. Mikawasima) although

phenotypic resistance to amoxicillin was confirmed repeatedly.

The structure of the genetic environment of blacxmeWas consistent with that of complex class 1 integrons
in the two positive isolates (S. Virchow and S. Grumpensis), and specifically with that of the In60 complex
integron in S. Virchow (15). The sul/l gene and the ISCR1 element (orf513) were detected upstream of
blacx moin both isolates, whereas the orf3-like sequence followed by orf1005 was detected downstream of

the blacymgonly in the S. Virchow isolate.

Complete resistance to ciprofloxacin (MIC =2 mg/L) was observed only in the three isolates belonging to
serotype Kentucky and recovered from patients having travelled to Northeast African countries, but 147 of
the 157 nalidixic acid-resistant isolates showed decreased susceptibility to ciprofloxacin (MICs ranged from
0.12 to 1 mg/L). Qnr determinants were only identified in two broad-spectrum cephalosporin- resistant
isolates, specifically in S. Grumpensis (gnrAl) and in S. Newport (gnrB4) that appeared susceptible to

nalidixic acid and whose MIC of ciprofloxacin was 1 mg/L.

3.2. Detection and characterization of class 1 integrons

The distribution of integrons amongst the different S. enterica serotypes and the features of integron-
carrying isolates are summarized in tables 1 and 2, respectively. In total, 35 isolates (9.2%), belonging to 15
different S. enterica serotypes, were positive for int/1 and 29 of them carried typical class 1 integrons, while
five isolates presented atypical class 1 integrons linked to su/3 and one lacked both sull and sul3 . The
occurrence of class 1 integrons remained steady along the study period, although in S. Enteritidis these

elements were only present in isolates recovered in 2005, 2006 and 2007.

Occurrence of class 1 integrons was significantly higher in MDR isolates than in non-MDR isolates (54% vs
0.3%; p<0,0001), indeed all but one of the integron-bearing isolates were MDR. Non-susceptibility was

significantly associated with the presence of integrons not only for antibiotics for which resistance was
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conferred by genes inserted in their VR (i.e: streptomycin/spectinomycin [aadAl, aadA2, aadAS and

aadA13], gentamicin/tobramycin [@adB], trimethoprim [dfrAl, dfrA7, dfrA12, dfrA16 and dfrA17] and

chloramphenicol [cmiA1]) but also for amoxicillin, cefotaxime, ceftazidime and tetracycline (table 3).

Overall, 11 different cassette arrangements were identified amongst class 1 integrons-carrying isolates,
with dfrAl-aadAl being the most prevalent (31.4%) and the most widely distributed since it was detected

in seven distinct serotypes, followed by dfrA17-aadA5 and dfrA12-orfF-aadA2 (17.1% each) which were

present in three and two different serotypes respectively. Seven cassette arrangements were noticed in a

sole serotype, namely dfrA7 (S. Enteritidis), aadA2 (S. Derby), aadB- aadA2 (CTX-M-9 producing S.

Grumpensis), dfrA16-aadA2 (CTX-M-9 producing S. Virchow), aadA13-sat (S. Grumpensis), and the two
arrangements of the atypical su/3-associated integrons with the following structures: 5°CS-dfrA12-orfF-

aadA2-cmiAl-aadAl-gacH-1S440-sul3 (three isolates of S. Enteritidis) and 5'CS-estX-psp- gacH—15440—sul3

(two isolates of 5. Rissen). One S. Grumpensis harboured two integrons (aadA13-sat and dfrA17-aadA5

arrangements).

3.3 Conjugative transfer and integron-carrying plasmids

Transfer of class 1 integrons by conjugation was only achieved in 50% of the isolates. The resistance
profiles acquired by the transconjugants are shown in table 2. Resistance to B-lactams, including extended-
spectrum cephalosporins, was systematically cotransferred with integrons and likewise occurred with
diminished susceptibility to ciprofloxacin mediated by gnrA1 in the CTX-M-9 producing S. Grumpensis
isolate and almost always with resistance to tetracycline. Plasmids of five different replicon types were
identified in integron-carrying transconjugants, with IncK and IncN that were detected simultaneously in

transconjugants from five different serotypes, being the most prevalent (table 2).

4. DISCUSSION
The results of the present work demonstrate that, although to a lesser extent than in S. Typhimurium (8),

MDR is quite common amongst human S. enterica isolates belonging to other serotypes recovered in our
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geographical area and is often related to the presence of class 1 integrons. Observed resistances to
individual antimicrobial agents and MDR, which was scarce in S. Enteritidis, were comparable to those
reported in a global Spanish collection of human S. Enteritidis and S. Hadar isolates (2) but considerably
higher than those found for amoxicillin and nalidixic acid in S. Enteritidis from an European multicentre
survey carried out in 2009 (3). In the same line, Mglbak et al confirmed that quinolone resistance in Danish
patients suffering from S. Enteritidis infections was higher in those returning from Spain than in patients
with domestic-acquired infections or having travelled to other countries (16). Despite overt
fluoroquinolone-resistance being rare and confined to S. Kentucky, the elevated rate of resistance to
nalidixic acid (41%), almost always accompanied by decreased susceptibility to ciprofloxacin, encountered
in serotypes of predominant poultry origin was probably related to the past use of these compounds in this
field and is of real concern since it has been associated with reduced effectiveness of ciprofloxacin (17).
Emergence of fluoroquinolone resistance in isolates of S. Kentucky recovered from travelers returning
from northeast and eastern Africa has already been noticed by other authors (18). Further, plasmid-
mediated quinolone resistance owing to gnr genes, observed in two isolates, although apparently still rare
in 5. enterica and generally associated with resistance to extended-spectrum cephalosporins, is
increasingly reported worldwide (13,19) and may favour the selection of mutants with high level of
resistance to quinolones. Nevertheless, we cannot rule out the possibility of the prevalence of the former
resistance mechanism having been underestimated in the present work, since, due to the criteria followed
to select screened isolates, some isolates fully resistant to nalidixic acid -which might harbour gnr genes in
addition to mutations in the gyrA or parC genes- could have been missed out, although this eventuality

seems to be very uncommon (19).

As it has been described elsewhere (20), TEM-1 was by far the commonest B-lactamase in the S. enterica
isolates studied, whereas PSE-1 or OXA-1 enzymes, that were frequent in S. Typhimurium from our health
region (8), were not detected. Curiously, three isolates of S. Rissen and the single isolate of 5. Mikawasima

showing a resistance phenotype consistent with the production of a classic plasmid-mediated B-lactamase
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were negative for blawm, blaoxa 1, blas,, and blapse 5.and, therefore, the mechanism responsible for
resistance to amoxicillin could not be elucidated. Fortunately, resistance to broad-spectrum cephalosporins
was unusual (1.3%) and was due to the production of SHV-12 (S. Enteritidis), CTX-M-15 (S. Kapemba), CTX-
M-9 (S. Grumpensis and S. Virchow) and DHA-1 (5. Newport). All these B-lactamases have been previously
communicated in S. enterica (21), but as far as we know, this is the first report of ESBL in serotypes

Grumpensis and Kapemba.

Regarding the contribution of class 1 integrons, which were present in 9.1% of isolates, to the acquisition
and spread of resistance in S. enterica, our data are in agreement with those of other authors (9, 22) :
there was a clear association between the presence of these genetic elements and MDR or resistance to
antibiotics conferred by gene cassettes embedded in their VR. Nevertheless, it should be noted that the
same association was observed for resistance to B-lactams and to tetracycline, although this was not
mediated by determinants located within class 1 integrons. This phenomenon could be explained by the
eventual structural linkage between resistance genes included into integron structures and other
resistance determinants placed on the same mobile elements, as suggested by the results of conjugation
experiments. These experiments demonstrated that e.g.. the blaq o gene, probably included in a
complex sull-type integron, and the gnrA1 gene were co-transferred by conjugation and that resistance to
tetracycline as well as blargy 4 and blacyw.15 Were transferred along with integrons. This fact constitutes a
worrisome threat since it means that selective pressure posed by antimicrobials extensively used in food
animals may select resistance to drugs that are of choice in the treatment of human salmonellosis.
Conversely, up to 46% of MDR S. enterica did not carry integrons, including S. Hadar isolates
characteristically resistant to amoxicillin, streptomycin and tetracycline as has been noted by other

investigators (20).

One of the main findings of the current study was the widespread occurrence and variety of class 1
integrons amongst non-Typhimurium S. enterica serotypes. Indeed, 11 distinct class 1 integrons were

identified in 15 different serotypes, including 5. Kapemba, S. Mikawasima and serotype [9,12:Iv:i:-], in
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which, to our knowledge, they had not been reported before. All typical class 1 integrons identified in this
study, except for the 1.8 kb/aadA13-sat VR integron found in a S. Grumpensis isolate and previously only
documented in an E. coli isolate recovered from the wastewater of a slaughterhouse (23), have already
been identified in Salmonella. In accordance with other studies (20, 24), integrons with dfrA1-aadAl and
dfrA17-aadA5, mainly associated with IncK, IncN and Incl1 plasmids, and dfrA12-orF-aadA2 cassette
arrangements were the most frequent and were shared by different serotypes. These results hint at the
role of integrons in horizontal gene transfer, although clonal expansion may also have taken place since, in
many instances, we were not able to obtain integron-carrying transconjugants and in some cases multiple
isolates belonging to the same serotype and carrying the same type of integron had been recovered
within a short period of time. With respect to the integrons carried by the two CTX-M-9 producing isolates,
it is interesting to point out that the integron with the dfrA16-aadA2 cassette arrangement was detected in
S. Virchow and that an integron containing the aadB-aadA2 cassette array, previously described in non-
ESBL producing S. enterica of other serotypes (25, 26), was also identified in the S. Grumpensis isolate. The
dfrAl16-aadA2 gene cassette arrangement is characteristic of CTX-M-9- producing E.coli and S. Virchow
isolates from both human and animal sources recovered in Spain (11, 21, 27, 28). The emergence of a
multiresistant CTX-M-9- synthesizing S. Virchow PT19 clone in this country seems to be linked to the spread
of closely related plasmids holding the In60 complex integron and that, in contrast with the plasmids of
our S. Virchow transconjugant, which were assigned to the IncK and IncN groups, share the HI2 replication
system (28). Finally, the emergence of plasmid-borne su/3-associated integrons is of note. These integrons
accounted for up to 14.3% of those recognized in the current series and were found in S. Enteritidis and S.
Rissen. Unusual sul3 integrons carried by conjugative plasmids are increasingly communicated and have
been identified in human and animal E. coli isolates (29,30) and in a nhumber of 5. enterica serotypes of
different origins (6,8), including 5. Rissen (6), but not in S. Enteritidis. Reported sui3-integron structures are

diverse but still limited and the genes allocated within them are estX, psp and dfrA12, aadA2, aadAl and

cmiAl resistance cassettes. Interestingly, to the best of our knowledge, the unusual estX-psp-gacH-15440-
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sul3 arrangement found in two S. Rissen isolates whose transconjugants beared IncF and IncN plasmids,
has been identified for the first time recently ,although associated to Incll plasmids, in two CTX-M-14-

producing clinical E. coli strains of human source (30) and had not been described previously in S. enterica.

In summary, sull- and sul3-associated class 1 integrons, exhibiting a considerable variety of resistance
cassette arrays, are widely spread among human clinical 5. enterica isolates of non-Typhimurium serotypes,
including some serotypes of low-prevalence in which they had not been documented formerly, and
contribute to a great extent to the emergence, co-selection and dissemination of antibiotic resistance in

these zoonotic pathogens.
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Table 1: Occurrence of antimicrobial drug resistance and class 1 integrons by serotypes in non-Typhimurium Salmoneila enterica isolates

Number of isolates resistant to the Percentage of non-susceptible isolates Number and
following number of antimicrobial families: B-actamaseslgnr percentage of
(n) integron
3 CTX- GEN- L
erotype  (n) None Oneortwo Three or more | AMX NAL  CIP STR KAN TET CHL SXT SUL NIT positive isolates
CAZ TOB
Enteritidis  (272) 93 (34.2%) 168 (61.8%) 11 (4%) 191 04 463 0D(452F 04 18 07 44 18 33 37 11 TEM-1 (51) 7 (2.6%)
SHV-12 + TEM-1 (1)
Rissen (7 1(5.9%) 9(529%) T (41.2%) | 471 0 0 0 0 353 0 882 176 412 471 0 TEM-1 (5) 6(35.3%)
Unknown (3)
Hadar (16) ‘ 0 3(188%) 13 (81.3%) |5s_3 0 937 D(937° 0 813 0 813 0 O 0 0 TEM-1 (9) 0 {0%)
Bredeney  (8) ‘ 2 (25%) 0 6 (715%) | 250 0 0 0 0 50 0 50 0 50 50 0 TEM-1 (2) 4 (50%)
Newport {6) ‘ 5 (83 3%) 0 1 (16 7%) | 167 167 0 O(67F O 0 0o 0o o0 0 0 DHA-1lgnrB4 (1) 0 {0%)
Virchow (5) 1(20%) 2 (40%) 2 (40%) 40 20 80 080y 0 20 20 40 0 20 40 60 TEM-1 (1) 1(20%)
CTX-M-9 + TEM (1)
Brandenburg (4) ‘ 1(25%) 1(25%) 2 (50%) | 50 0 0 0 0 50 0 5 0 75 50 0 TEM-1 (2) 2 (50,0%)
Mikawasima (4) ‘ 3 (75%) 0 1 (25%) | 25 0 0 0 0 2% 0 0 0 25 25 0 Unknown (1) 1(25%)
Derby 3 ‘ 2 (66 7%) 0 1(33,3%) | 0 i 0 0 0 333 0 333 0 0 333 0 - 1(33,3%)
Give (3) ‘ 2 (66,7%) 0 1(33.3%) | 333 0 0 0 0 333 0 333 0 333 333 0 TEM-1 (1) 0(0%)
Grumpensis  (3) 1(33.3%) 0 2(667%) | 667 333 0 O0(3337 667 667 0 333 0 333 66T 0 TEM-1 (1) 2 (66.7%)
CTX-M-9/gnrA1 (1)
Kentucky 3 0 2(66,7%)  1(33.3%) | 333 0 100 100 0 0 333 0 0 0 0 0 TEM-1 (1) 0 (0%)
BhEEE (6 0 0 3 (100%) ‘ w00 o0 0 0 0 100 O 100 100 100 100 O TEMA1 (3) 3 (100%)
Blockley 2) ‘ 0 0 2 (100%) | 0 0 100 0 0 100 100 100 100 O 0 0 - 0 (0%)
Goldcoast  (2) | 0 0 2 (100%) | 100 0 50 0 0 100 0 100 O 100 100 0 TEM-1 (2) 2 (100,0%)
Stanley 2 | 0 0 2 (100%) | 100 0 100 01007 O 0 50 100 100 100 100 0 TEM-1 (2) 2 (100,0%)
Goettingen (1) | 0 0 1(100%) | 100 0 0 0 0 100 0 100 100 100 100 0 TEM-1 (1) 1 (100,0%)
Indiana ()] | 0 0 1(100%) | 100 0 0 0 0 100 0 100 0 O 100 0 TEM-1 (1) 1(100%)
Kapemba (1) | 0 0 1(100%) | 100 100 100 O(100f O 100 O 100 O 100 100 100 CTX-M-15 (1) 1 (100%)
London {1y | 0 1(100,0%) 0 | 0 0 0 0 0 0 0 W0 0 0 0 0 - 0 (0%)
Mbandaka (1) | 0 0 1({100%) | 100 0 100 0{100F ©0 100 O 100 0 O 0 0 TEM-1 (1) 0 (0%)
Muenchen (1) | 0 0 1(100%) | 100 0 100 0(100° O 0 0D 100 100 © 0 0 TEM-1 (1) 0 (0%)
Paratyphi A (1) | 0 1(100%) 0 | 0 0 100 O(100F ©0 100 O ©O 0 O 0 0 - 0 (0%)
9,12: (1) | 0 0 1(100%) | 0 0 0 0 0 100 0 100 O 100 100 0 - 1(100,%)
Other serotypes * 21 (100%) 0 0 0 0 0 0 0 0 00 0 o0 0 0 - 0 (0%)
21)
T T T T
Total (382) 132 (34.6%) 187 (49.0%) 63 (16.5%) |24_3 13 411 08(393° 08 142 18 175 45 99 11 18 (9302) 35 (9.2%)

*Infantis (3), Tennessee (2), Pomona (2), Abony, Agona, Braenderup, Cerro, Corvallis, Haifa, Kottbus, Litchfield, Montevideo, Paratyphi B, Typhi, Uganda, Utah,

Worthington. AMX: amoxicillin; CTX: cefotaxime; CAZ: ceftazidime; NAL: nalidixic acid; CIP: ciprofloxacin; GEN: gentamicin, TOB: tobramycin; STR: streptomycin;

KAN: Kanamycin; TET: tetracycline; CHL: chloramphenicol; SXT: trimethoprim/sulfamethoxazole; SUL: sulphonamides; NIT: nitrofurantoin.

? Percentage of isolates showing decreased susceptibility to ciprofloxacin (MIC 0,12-1 mg/L).

Unknown: none of the B-lactamases investigated were identified among those amoxicillin-resistant isolates.
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Table 2: Features of the 35 class 1 integron-carrying Salmonella enterica isolates
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B Transfer | Replicon type of plasmids
Serotype Integron Variable region ® Resistance phenntypeh [Year of isolation (n)] " of in integron-carrying
actamases
integrons | transconjugants ©
Enteritidis 1.6 /dfrAl-gadAl Tet, Str/Spt, Sxt, Sul [2005 (1); 2006 (1)] NA + K, N, FIC
0.9/aadA1 Str/Spt, Sul  [2005 (1)] NA = NA
0.7/dfrA7 ; Amx. Tet, Str, Sxt, Chl, Sul [2006 (1)] TEM-1 - NA
5/dfrA12-orF-aadA2-cmiA-aadl Str/Spt, Sxt, Chl, Sul, [Tet, Nal] [2005 (2); 2007 (1)] NA + Non-typeable
9,12 - 1.6/dfrA1-aadA1 Str/Spt, Sxt, Sul [2004 (1)} NA + K,N
Rissen 1.9/dfrA12-orF-aadA2 Amx, Tet, Str/Spt, Sxt, Chl, Sul [2007(1); 2009 (2)] Unknown - NA
Amx, Str/Spt, Sxt, Sul [2004 (1)] TEM-1 = NA
1.9/estX-psp ° Amx, Tet, Str/Spt, Sxt, Sul [2005 {1); 2006 (1)] TEM-1 + N, F
Bredeney 1.6/dfrA17-aadA5 Tet, Str/Spt, Sxt, Sul [2001 (1}, 2008 (1)] NA - NA
Str/Spt, Sxt, Sul [2006 (1); 2008 (1)] NA = NA
9,1214vii- 1.6/dfrA1-aadAl Amx. Tet, Str/Spt, Sxt, Chl, Sul [2004 (2); 2005 (1)] TEM-1 + K,N
Brandenburg | 1.6/dfrA1-gadAl Amx, Tet, StrfSpt, Sxt, Sul [2005 (1)] TEM-1 - NA
1.6/dfrA17-aadAS Tet, Str/Spt, Sxt, Sul [2001 (1)] NA = NA
Goldcoast 1.6/dfrAl-aadAl Amx, Tet, StrfSpt, Sxt, Sul [Nal] [2007 (2)] TEM-1 - NA
Stanley 1.9/dfrA12-orF-aadA2 Amx, Tet, StrfSpt, Sxt, Chl, Sul, Nal [Kan] [2006 (2)] TEM-1 - NA
Derby 0.9/aadA2 Tet, Str/Spt, Sul [2008 (1)] NA - NA
Grumpensis 1.6/ aadB-cadA2 Amx, Ctx, Str/Spt, Gen, Tob, Sul, Cip © [2009 (1)] CTX-M-9 + F
1.6/ dfrA17-aadA5 +1.8 faadA13-sat | Amx, Tet, Str/Stp, Sxt, Gen, Tob, Sul [2001 (1)] TEM-1 +f+ 11
Goettingen 1.6/dfrAl1-aadA1 Amx, Tet, Str/Spt, Sxt, Chl, Sul [2008 (1)] TEM-1 + Non- typeable
Indiana 1.6/dfrAl1-aadA1 Amx, Tet, Str/Spt, Sxt, Sul (1) [2009 (1)] TEM-1 - NA
Kapemba 0.9/aadA1 Amx, Ctx, Caz, Tet, Str/Spt, Sul, Nal, Nit [2004 (1)] CTX-M-15 + 11
Mikawasima 1.6/dfrA17-aadA5 " Amx, Str/Spt, Sxt, Sul [2008 (1)] Unknown + 11, K, N
Virchow 1.6/ dfrA16-audA2 Amy, Cix, Tet, Str/Spt, Sxt, Kan, Sul, Nal, Nit [2004 (1)] | CTX-M9+ |+ K, N
TEM-1

*size (kb) and genes inserted in the variable region of class 1 integrons: dfrAl, dfrA7Z, dfrA12, dfrA16, dfrAl7 (trimethoprim resistance);

aadAl, aadAZ,

aadAS, agdAl13

[streptomycin/spectinomycin resistance); aadB (gentamicin/tobramycin resistance); emlA1 (chloramphenicol resistance); sat (streptothricin resistance).

®Resistance phenotypes: Tet, tetracyclin; Str, streptomycin; Spt, spectinomycin; Sxt, trimethoprim/sulfamethoxazole; Sul, sulphonamides; Amx, amonxicillin; Chl, chloramphenicol;

Nal, nalidixic acid; Kan, kanamyecin; Cip, ciprofloxacin; Citx, cefotaxime; Gen, gentamicin; Tob, tobramycin; Caz, ceftazidime Nit, nitrofurantoin. Additional antibiotic resistances

found in some but not all of the isolates are indicated by square brackets. Antibiotic resistances expressed by transconjugants are underlined and those mediated by genes carried

by integrons appear in bold type.

© Detection and classification of plasmids according to the incompatibility group * was carried out in transconjugants obtained from selected isolates representing each of the

different combinations of serotypes and integrons identified in this study.

dgncH-su.‘a—assocTated non-classic class 1 integrons

©Isolate with decreased susceptibility to ciprofloxacin related to the presence of gnra1 which was cotransferred by conjugation with the integron.

"Class 1 integron lacking gaceA1, sull and sul3 genes.

NA: not applicable
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ARTiICULO 3

Epidemiologia molecular, mecanismos de resistencia implicados e integrones de
clase 1 en aislados de Klebsiella pneumoniae de un centro sociosanitario con
sensibilidad disminuida a amoxicilina/clavulanico y sensibles a cefazolina
(Int J Antimicrob Agents 2011; 37: 462-466).

Un estudio retrospectivo de vigilancia de resistencias a antimicrobianos reveld un llamativo
aumento a partir del afio 2003 en la tasa de resistencia a amoxicilina/clavulanico en aislados
de K. pneumoniae sensibles a cefazolina y cefamicinas procedentes de pacientes de un centro
sociosanitario de la regién sanitaria Terres de |'Ebre. El objetivo de este trabajo era seguir la
evolucion de estos aislados, asi como investigar su epidemiologia molecular, los mecanismos
de resistencia responsables de la disminucidén de sensibilidad a amoxicilina/clavulanico v la
eventual implicacidn de integrones de clase 1.

Se estudiaron 171 aislados no repetidos de K. pneumoniae recuperados consecutivamente a
partir de muestras clinicas de pacientes del centro sociosanitario entre enero de 2006 y
diciembre de 2008, de los cuales 51 (29,8%) mostraron resistencia o sensibilidad disminuida a
amoxicilina/clavulanico (CMI 216 mg/L). 45 de estos aislados, todos con sensibilidad
intermedia a amoxicilina/clavulanico y procedentes en su mayoria de muestras de orina, eran
sensibles a cefazolina y cefamicinas y fueron objeto del presente trabajo: mediante PCR y
secuenciacién se comprobd que 19 producian IRT-11, 26 producian OXA-1 y que todos ellos
albergaban el gen blasyy.1.

Los aislados productores de IRT-11 eran sensibles a piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de
espectro extendido, carbapenemes, gentamicina y tobramicina y presentaban sensibilidad
variable a fosfomocina, nitrofurantoina, ciprofloxacino, trimetoprim, cloranfenicol,
estreptomicina y sulfamidas. El analisis genotipico mediante ERIC-PCR permitié distinguir tres
patrones diferentes (E1, E2 y E3) (figura 23), siendo el patrén E1 el mas prevalente (63,2%).
Ninguno de los aislados productores de IRT-11 poseia genes gnr y sélo uno presentaba un
integrén de clase 1 de regidn variable dfrA12-orf- aadA2.

Todos los aislados productores de OXA-1 fueron sensible a cefotaxima, ceftazidima y cefepime
(CMl entre 1y 4 mg/L en el 61.5% de los aislados), carbapenemes y gentamicina y resistentes a
tobramicina, kanamicina, estreptomicina vy ciprofloxacino, mientras que la resistencia al resto
de antibidticos estudiado fue variable. Los 26 aislados productores de OXA-1 se pudieron
clasificar en tres grupos: el primero comprendia 20 aislados que poseian gnrS2 (resistencia
plasmidica a ciprofloxacino) y un integrén tipico de clase 1 de regidn variable [aac(6’)-Ib-cr

(resistencia a tobramicina, kanamicina, amikacina y disminucion de sensibilidad a
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ciprofloxacino);, blagxa.1 (resistencia a amoxicilina); catB3 (resistencia a cloranfenicol); arr3
(resistencia a rifampicina)] y que se adscribieron a dos patrones genotipicos estrechamente
relacionados (E3 y E3a). El segundo grupo incluia tres aislados sensibles a sulfamidas obtenidos
en el 2008 que compartian un mismo patréon ERIC (E4) y albergaban gnrS2 y un integron
idéntico al anterior pero que era negativo para qacEAI1, sull y sul3. El tercer grupo lo
integraban tres aislados sensibles a sulfonamidas obtenidos en el 2008, que se adscribieron al
patron genotipico E5 y portaban el array aac(6’)-lb-cr-blagyss pero que no presentaban
integrones ni determinantes gnr. Ninguno de los aislados estudiado fue positivo para el
elemento orf513 y todos los aislados con resistencia a acido nalidixico presentaban al menos
una mutacidn en gyrA o parC relacionada con la perdida de sensibilidad a quinolonas.

Los genes blagr.11 Y blagka1 s€ pudieron transferir por conjugacién en todos los casos v,
ademas, blagxa1 Se cotransfirid sistematicamente junto a aac(6’)-Ib-cr y los transconjugantes
de los aislados portadores de integrones poseian gnrS2 e integrones idénticos a los de las
cepas donantes.

En resumen, la diseminacién simultdanea de dos clones, uno de ellos compuesto por aislados
productores de IRT-11 y el otro por aislados que habian adquirido el gen blagya.1 ubicado en un
integrén y asociado a gnrS2 o el gen blagr.1;, seria la principal responsable de la elevada
prevalencia de resistencia a amoxicilina/clavulanico entre los aislados de K. pneumoniae del

centro sociosanitario.
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Figura 23: patrones ERIC-PCR de aislados seleccionados de K. pneumoniae con sensibilidad
intermedia a amoxicilina/clavulanico productores de OXA-1 (carriles 1-5, 7 y 8) e IRT-11
(carriles 9-11) y de un aislado sensible a amoxicilina/clavulanico (carril 6).
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The aim of this work was to investigate the molecular epidemiology and mechanisms responsible
for reduced susceptibility to amoxicillin/clavulanic acid (AMC) amongst cefazolin-susceptible Klebsiella
pneumoniae isolates from patients admitted to a chronic care institution, In total, 51 (29.8%) of 171
K. pneumoniae isolates recovered between 2006 and 2008 were non-susceptible to AMC, of which 45
were susceptible to cefazolin. Nucleotide sequencing analysis revealed that 19 produced IRT-11 and
the remaining 26 were OXA-1-producers. All of the OXA-1-producing isolates harboured the aac(¢')-
Ib-cr-blagya 1 cassette array, which in 23 isolates was located together with catB3 and arr3 within a
class 1 integron and associated with gnrS2 (in 3 cases the integron lacked the gacEA1 and sull or sul3
genes). Genotyping analysis performed by enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase
chain reaction (ERIC-PCR) identified three different patterns amongst IRT-11-producing isolates (E1 to
E3), with E1 being the most prevalent (63.2%), whilst the OXA-1-producing isolates were assigned to pat-
terns E3 and E3a (isolates carrying typical class 1 integrons), E4 (isolates carrying defective integrons)and
E5 (isolates without integrons). Genes encoding IRT-11 and OXA-1 were transferred by conjugation, and
aac(6' )-Ib-cr and gnrS2 were systematically co-transferred with blagxa 1. These results demonstrate that
the high prevalence of decreased susceptibility to AMC amongst K. pneumoniae isolates from a chronic
care hospital was mainly due to the simultaneous spread of two different clones, one of which comprised
isolates producing IRT-11 and the other one comprised isolates that had acquired either the blaoxa-1 gene
located in a class 1 integron and linked to gnrS2 or the blagr-11 gene.

© 2011 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

susceptible to narrow-spectrum cephalosporins and to associations
of B-lactams with 3-lactamase inhibitors (BLIs). Hyperproduction

Klebsiella pneumoniae is a Gram-negative bacterium that is
present as a saprophyte in the nasopharynx and intestinal tract of
humans at rates of 1-6% and 5-38%, respectively. However, these
colonisation rates increase dramatically in hospitalised patients in
direct proportion to the length of stay and antibiotic use. Moreover,
K. pneumoniae is very well adapted to the hospital environment
since it exhibits higher survivability on hands and environmen-
tal surfaces than other Enterobacteriaceae and the wherewithal to
spread rapidly and provoke nosocomial outbreaks [1].

Klebsiella pneumoniae is naturally resistant to amino- and
carboxy-penicillins owing to the production of a chromosomally
encoded SHV-1-like B-lactamase. Most strains of K. pneumoniae are

* Corresponding author, Tel.; +34 977 519 103,
E-mail address: marolgap@terra.es (M.O. Pérez-Moreno).

of SHV-1 is the main mechanism responsible for resistance to these
compounds in K. pneumoniae, whilst production of plasmid-borne
enzymes conferring resistance to BLIs but not to narrow-spectrum
cephalosporins, such as inhibitor-resistant TEM (IRT)-type or
SHV-type B-lactamases, is uncommon in this species [2,3]. On
the other hand, simultaneous production of OXA-1 [3-lactamase
(another enzyme poorly inhibited by clavulanic acid, tazobactam
or sulbactam and with negligible activity against first-generation
cephalosporins) and the cr variant of Acc(6')-Ib has recently been
reported amongst K. pneumoniae isolates producing either plasmid-
encoded cephamycinases linked to complex class 1 integrons and
to gnr genes [4] or extended-spectrum B-lactamases (ESBLs) [5].
A retrospective survey of antibiotic resistance carried out
in the microbiology laboratory of Hospital Verge de la Cinta
(Tortosa, Catalonia, Spain) in 2005 revealed a high rate of
decreased susceptibility to amoxicillin/clavulanic acid (AMC)

0924-8579/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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amongst cefazolin-susceptible K. pneumoniae isolates recovered
from patients from a chronic care hospital since 2003. The aim of
this study was to follow the evolution of K. pneumoniae isolates
displaying the former B-lactam resistance phenotype and to inves-
tigate their molecular epidemiology and the underlying resistance
mechanisms.

2. Material and methods
2.1. Bacterial isolates

All K. pneumoniae isolates with decreased susceptibility to AMC
[minimum inhibitory concentration (MIC) >8/4 mg/L], recovered
from clinical samples from patients admitted to a chronic care cen-
tre for whom the microbiology laboratory of the Hospital Verge de
la Cinta provides its services, were prospectively collected between
January 2006 and December 2008. Only one isolate per patient was
considered.

2.2. Antimicrobial susceptibility

In vitro susceptibility to amoxicillin, AMC,
piperacillin/tazobactam (TZP), cefazolin, cefoxitin, cefurox-
ime, ceftazidime, cefotaxime, cefepime, imipenem, meropenem,
nitrofurantoin, fosfomycin, tetracycline, chloramphenicol, sul-
famethoxazole/trimethoprim, nalidixic acid, ciprofloxacin,
gentamicin, kanamycin and tobramycin was studied using the
Wider commercial microdilution system (Francisco Soria Melguizo,
Madrid, Spain) and to kanamycin, streptomycin, spectinomycin
and sulfonamides by disk diffusion following the guidelines and
applying the criteria for susceptibility and resistance of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) [6]. AMC was tested at a
2:1 ratio and TZP was assayed at a fixed inhibitor concentration of
4mg/L.

2.3. Detection of resistance genes and class 1 integrons

Polymerase chain reaction (PCR) amplification followed by
nucleotide sequencing was performed under conditions and with
primers previously described (Table 1) to screen for genes encod-
ing resistance to (3-lactams (blargy, blasyy-1, blagxa-1 and blapsg 1),
aminoglycosides [aac(6)-Ib] and sulfonamides (sul1 and sul3) and
for the gnrA, qnrB and gnrS (plasmid-mediated quinolone resis-
tance), gacEA1 and orf513 (element associated with insertion
sequence ISCRT) as well as to detect mutations in the quinolone-
resistance determining regions (QRDRs) of gyrA and parC genes. The
presence of class 1 integrons was investigated by PCR amplifica-
tion using specific primers aimed to detect the int/1 gene (Table 1).
Gene integron content within the variable region of class 1 inte-
grons was assessed by PCR using 5’-conserved segment (5'-CS) and
3'-CS set of primers or by PCR mapping assays employing 5'-CS plus
blagxa-1 reverse primers and 3’-CS plus blagxa-; forward primers
and subsequent nucleotide sequencing (Table 1). In isolates lack-
ing the qacEA1 gene, the arr3 reverse specific primer (Table 1) was
used instead of 3’-CS.

2.4. Molecular epidemiological analysis

DNA fingerprinting was achieved by means of enterobacterial
repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR using the ERIC-2 primer
(5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3') and repeating reactions at
least twice in each isolate. Isolates were considered epidemiolog-
ically unrelated if their patterns differed by more than one band
[7].

Table 1
Primers used in this study for polymerase chain reaction (PCR).

Target Primer Sequence (5'— 3')

blarem TEM-1 ATA AAATTCTTGAAGACGAAA
TEM-2 GACAGTTACCAATGCTTAATCA

blasuv SHV-F CACTCAAGGATGTATTGTG
SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTCG

blaoxa OXA-F AGCAGCGCCAGTGCATCA
OXA-R ATTCGACCCCAAGTTTCC

blapsg 0c1 AATGGCAATCAGCGCTTC
0C-2 GGGGCTTGATGCTCACTC

aac(6')-1b ACC(6')-B-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
ACC(6')-B-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

sult Sul-F TGGTGACGGTGTTCGGCATTC
Sul-R GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

sul3 Sul3-F CATTCTAGAAAACAGTCGTAGITCG
Sul3-R CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA

qnrA QnrA-F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
QnrA-R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA

qnrB QnrB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
QnrB-R ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

qnrS QnrS-F ACGACATTCGTCAACTGCAA
Qnrs-R TAAATTGGCACCCTGTAGGC

qacEA1 Qac-F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG
Qac-R TGAGCCCCATACCTACAAAGC

orf513 orf513-F ATGGTTTCATGCGGGTT
orf513-R CTGAGGGTGTGAGCGAG

intl1 Intl1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG
Intl1-R ACATGGGTGTAAATCATCGTC

Int 1 VR? 5-CS GGCATCCAAGCAGCAAG
3-Cs AAGCAGACTTGACCTGA

arr3 arr-3-R CCCTGTGGTTAGCAAGTC

8yrA GyrA-F AAATCTGCCCGT GTCGTTGGT
GyrA-R GCCATACCTACGGCGATACC

parC ParC-F CCITGCGCTACATGAATTTA
ParC-R CAGGTTATGCGGTGGAATAT

2 (lass 1 integron variable region.

2.5. Conjugation assays

Conjugation experiments were carried out in Luria-Bertani
broth with azide-resistant Escherichia coli ]J53 as the recipient strain.
Transconjugants were selected on trypticase soy agar plates con-
taining 150 mg/L sodium azide and 100 mg/L amoxicillin.

3. Results
3.1. B-Lactamase characterisation and antibiotic susceptibility

In total, 51 (29.8%) of 171 K. pneumoniae isolates recovered
from clinical samples of different patients admitted to the chronic
care hospital over the 3-year study period showed decreased sus-
ceptibility to AMC, 6 of which were resistant to cefazolin and
displayed a resistant phenotype consistent with the production of
AmpC (four isolates) or ESBLs (two isolates), whilst the remain-
ing 45 isolates, all intermediately resistant to AMC and recovered
from urine (88.9%), blood (4.4%), wounds (4.4%) and ascitic fluid
(2.2%), remained susceptible to first-generation cephalosporins and
underwent further studies. PCR and nucleotide sequencing analysis
revealed that 19 isolates produced the B-lactamase IRT-11 (TEM-
40)and the other 26 were OXA-1-producers, whereas all harboured
the blasyy.1 gene. The percentage of AMC-non-susceptible isolates
dropped from 46.6% in 2006 to 14.3% in 2008.

The 19 IRT-11-producing isolates were susceptible to TZP,
extended-spectrum cephalosporins, carbapenems, gentamicin,
tobramycin and amikacin, whilst resistance to other antibi-
otics assayed was variable, with fosfomycin (26.3%), ciprofloxacin
(26.3%) and nalidixic acid (57.9%) showing the highest rates of
resistance. All OXA-1-producing isolates were susceptible to cefo-
taxime, ceftazidime, cefepime (MIC between 1 mg/L and 4 mg/L in
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Table 3
Characteristics and resistance profiles of donor strains and transconjugants,
Isolate (B-lactamase; Intl1fgnr$22  MIC (mg/L)
ERIC-PCR pattern)
Am Amc  Tzp Cfz Cx Cx Cxx Cfp Tob Ak Nal Cip C Nf Fos  Sxt

ECJ53 Az-RP No/No <4 <42 <16/4 <2 <4 <1 <012 <05 <2 =<4 <4 <012 <4 <64 <16 <2/38
Kp9 (IRT-11; E2)° No/No >16 16/8 <16/4 =<2 <4 <1 <012 <05 =<2 =<4 <4 =012 >8 <64 »>32 =<2/38
TC Kp9d No/No >16 16/8 <16/4 =<2 <4 <1 <012 <05 <2 <4 <4 <012 <4 <64 <16 <2/38
Kp12 (IRT-11; E3)° No/No >16 16/8 <16/4 8 16 »>16 <012 <05 <2 =<4 >16 >4 >8 >64 >32 <238
TCKp12¢ No/No >16 16/8 <16/4 <2 <4 =<1 <012 <05 <2 <4 <4 <012 <4 <64 <16 <2/38
Kp13 (IRT-11; E1)° No/No >16 16/8 <16/4 <2 <4 <1 <012 <05 <2 <4 <4 <012 <4 <64 <16 <2/38
TCKp13d No/No >16 16/8 <16/4 <2 <4 <1 <012 <05 <2 <4 <4 <012 <4 <64 <16 <2/38
Kp15 (IRT-11; E3)° +/No >16 16/8 <16/4 =<2 <4 2 <012 =05 <2 <4 >16 >4 >8 >64 16 >4[76
TCKp15¢ +/No >16 16/8 <16/4 =<2 <4 <1 <0.12 <05 <2 <4 <4 <012 <4 <64 <16 >4/76
Kp18 (OXA-1; E3)° ++ >16 16/8 32/4 4 4 16 <012 1 >8 8 >16 >4 >8 >64 »32 <238
TCKp18¢ ++ >16 16/8 32/4 <2 <4 16 <012 1 8 8 16 2 8 <64 <16 <238
Kp19 (OXA-1; E3) ++ >16 16/8 64/4 4 <4 8 025 2 >8 8 >16 >4 >8 64 32  »4/76
TC Kp19¢ +f+ >16 16/8 32/4 <2 <4 8 025 2 >8 8 16 1 8 <64 <16 <238
Kp21 (0XA-1; E3a)° ++ >16 16/8 64/4 4 <4 16 0.5 2 >8 =<4 >16 >4 >8 >64 <16 =<2/38
TCKp21d ++ >16 16/8 32/4 <2 <4 4 025 1 8 <4 16 2 8 <64 <16 <2/38
Kp22 (OXA-1; E4)° ++ >16 16/8 64/4 <2 =<4 8 025 2 >8 8 16 4 <4 <64 <16 <238
TC Kp22d ++ >16 16/8 64/4 <2 <4 8 025 2 >8 16 16 2 8 <64 <16 <238
Kp25 (OXA-1; E5)° No/No >16 16/8  32/4 4 <4 8 <012 2 >8 16 >16 >4 <4 <64 32 <238
TC Kp25¢ No/No >16 84 <16/4 <2 <4 8 <012 1 >8 8 <4 <012 <4 <64 32 <238

ERIC-PCR, enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase chain reaction; MIC, minimum inhibitory concentration; Am, amoxicillin; Amc, amoxicillin/clavulanic
acid; Tzp, piperacillin/tazobactam; Cfz, cefazolin; Cx, cefoxitin; Crx, cefuroxime; Ctx, cefotaxime; Cfp, cefepime; Tob, tobramycin; Ak, amikacin; Nal, nalidixic acid; Cip,
ciprofloxacin; C, chloramphenicol; Nf, nitrofurantoin; Fos, fosfomycin; Sxt, sulfamethoxazoleftrimethoprim.

2 Presence of intIT (encoding integrase 1) or gnrs2 (encoding Qnrsz2).
b Recipient strain (azide-resistant Escherichia coli ]53).

¢ Klebsiella pneumoniae donor strains.

4 Transconjugants.

In this series, isolates harbouring the blagr.11 gene located
in a conjugative plasmid accounted for 37.3% of AMC-resistant
K. pneumoniae isolates and for up to 11.1% of total isolates. IRT-
11-producing isolates were distributed in three different clones,
a finding which indicates that, in addition to clonal dissemina-
tion, horizontal transfer or independent emergence of blajgr.11 may
have occurred. Although IRT B-lactamases have been described
in sporadic clinical isolates of K. pneumoniae [2], these enzymes,
unlike TEM-derived ESBLs, are still infrequent and occur chiefly in
community-acquired E. coli isolates [9-11]. The high diversity of
mutant enzymes and the lack of clonal relatedness observed in
some studies suggest the independent emergence and selection
of these TEM variants under antibiotic selective pressure, posed
by increasing use of inhibitor-containing combinations in clinical
practice, rather than an epidemic dissemination [10,11]. Although
IRT enzymes are usually encoded by genes harboured by conjuga-
tive plasmids, they appear to be less prone to be transmitted or
selected than ESBLs or TEM-1 B-lactamases, perhaps because their
production constitutes a less efficient resistance mechanism, pro-
tecting bacteria specifically against the action of inhibitors but
not against the effects of other B-lactams. In fact, to our knowl-
edge there is only one previous description reporting an outbreak
involving IRT B-lactamases. This outbreak was caused by the dis-
semination of clonally related K. pneumoniae isolates recovered in a
geriatric facility in France that produced IRT-2 [12]. It is appropriate
to point out that the isolates in the current study were also obtained
from patients from a chronic care centre, a setting where bacte-
ria are submitted to heavy antibiotic selection pressure and where
strict adherence to infection control precautions may be difficult to
achieve.

With regard to isolates bearing the blagxa 1 gene, which rep-
resented 51% of AMC-non-susceptible isolates and 15.2% of total
isolates, all of them also carried aac(6')-Ib-cr, a gene encoding a new
variant of the acetyltransferase Acc(6’)-Ib that exhibits the abil-
ity to acetylate not only tobramycin, kanamycin and amikacin but
also quinolones with a piperazinyl amine such as ciprofloxacin. In
most of these isolates the aac(6’)-1b-cr-blagxa-1 cassette array was

located within the variable region of a class 1 integron together
with catB3 and arr3, which confer resistance to chloramphenicol
and rifampicin, respectively, and was associated with a gnrS2 gene,
probably in the same plasmid, since this determinant was con-
sistently co-transferred by conjugation with the former integron.
The aforementioned variable region was identical to that described
in various enterobacterial clinical isolates from a different geo-
graphical origin [4,13] and to that recently identified in the class
1 integron of an aquatic isolate of Aeromonas allosaccharophila [14].
However, when specified, the In37-like integron of clinical isolates
was associated with gnrA or gnrB and with an ISCR1 element, whilst
the integron of A. allosaccharophila was not linked to ISCR1 and
was placed in a plasmid carrying gnrS2, similar to what occurred
with the present K. pneumoniae isolates. Interestingly, three of the
OXA-1-producing isolates obtained in 2008 carried a class 1 inte-
gron lacking both the qacEA1 and sull genes typically present in
the 3'-CS of class 1 integrons and that was also not associated
with sul3. This circumstance also appears to be common amongst
aquatic environmental bacteria, perhaps because natural bacterial
isolates are less likely to have been exposed to synthetic antimi-
crobials such as sulfonamides and hence may not yet have found a
need to integrate a sul resistance gene cassette into their integron
[15]. Although genotyping analysis demonstrated that the current
spread of OXA-1-producing K. pneumoniae isolates in the chronic
care centre under discussion was the result of clonal dissemina-
tion, the fact that we have recently identified two gnrS2-positive E.
coli isolates, likewise carrying aac(6')-1b-cr, blagya_1, catB3 and arr3
genes inserted in the variable region of a defective class 1 integron
(unpublished data), in patients admitted to the former institution is
of concern and evidences the role of integrons in the dissemination
and co-selection of resistance in Gram-negative microorganisms.
Finally, we would like to highlight what in our opinion is
the most striking finding of this work, namely the simultaneous
emergence and scatter in a healthcare institution of K. pneumo-
niae isolates displaying two different resistance mechanisms, quite
uncommon in this species, which confer specific resistance to
BLIs. We speculate that the elevated consumption of AMC in the
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centre, where it was the most frequently prescribed antibiotic (data
not shown), could have favoured the emergence and selection of
IRT-11- and OXA-1-producing isolates. Additionally, in the latter
case, the widespread use of fluoroquinolones could have also con-
tributed, as is suggested by the association of blagxa.; with the
plasmid-mediated quinolone resistance determinants aac(6’)-Ib-cr
and gnrS2 and the coexistence of chromosomal mutations in the
QRDR. Moreover, deficiencies in infection control measures prob-
ably led to their propagation amongst patients, resulting in the
consequent epidemic outbreak.
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ARTICULO 4

Diseminacion intrahospitalaria de Klebsiella pneumoniae portadora de los genes
gnrB4 y blapya-1 en el seno de un integron complejo de clase 1 de nueva estructura
(Trabajo remitido para su publicacion a Diagnostic Microbiology and Infectious Diseases)

Entre los meses de agosto y octubre de 2008 se recuperaron en el laboratorio de microbiologia
del Hospital de Tortosa Verge de la Cinta tres aislados de Klebsiella pneumonie con un fenotipo
de resistencia compatible con la produccién de una B-lactamasa AmpC plasmidica (resistencia
a amoxicilina, amoxicilina/clavulanico, ticarcilina, piperacilina, cefoxitina, cefotaxima vy
ceftazidima y sensibilidad a piperacilina/tazobactam y carbapenemes) y la presencia de
determinantes de resistencia plasmidica a quinolonas (CMI para acido nalidixico 16 mg/L y
para ciprofloxacino entre 2 y 4 mg/L). Los tres aislados eran resistentes a kanamicina,
intermedios o resistentes a tobramicina y sensibles a gentamicina y amikacina y procedian de
muestras clinicas de tres pacientes internadas en un centro sociosanitario. El objetivo del
presente trabajo fue estudiar la relacién clonal entre los aislados e identificar los
determinantes responsables de la resistencia a B-lactdmicos y quinolonas y caracterizar su

entorno genético.

El primer aislado (agosto de 2008) no pudo rescatarse a partir del stock crioconservado y, por
lo tanto, sélo se pudieron estudiar los dos aislados restantes (C1911 and C2812) que se
recuperaron durante la misma semana de octubre de 2008 de dos pacientes ingresadas en
distintas unidades. Uno de estos aislados procedia de una muestra de orina de una paciente
de 84 afos no portadora de sonda vesical pero que habia recibido tratamiento con
amoxicilina/clavulanico, cefuroxima y fosfomicina los dos meses anteriores a la obtencién de la
muestra y el otro de una muestra de sangre de una paciente de 72 afos que llevaba un tubo
de gastrectomia percutdnea endoscopica y que en los dos meses previos habia recibido
tratamiento con amoxicilina/clavulanico, ceftazidima, metronidazol, fosfomicina y
levofloxacino. Esta ultima paciente habia coincidido en la misma unidad que la paciente de la

que se recuperd el aislado obtenido en el mes de agosto.

Los aislados C1911 y C2812 pertenecian al mismo grupo filogenético (Kpll) y secuencia tipo
(ST483) y presentaban un patrén estrechamente relacionado por electroforesis en campo
pulsado e indistinguible por ERIC-PCR (este patron no coincidia con el de ninguno de los
aislados productores de OXA-1 sensibles a cefazolina incluidos en el articulo 3). Mediante PCR
y secuenciacion se pudo comprobar que los dos aislados eran positivos para blappa.1, blaoya-1,

blaswy.1, gnrB4, qnrS2, aac(6’)-1b-cr e intl1 y que, por lo tanto, eran portadores de un integron
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de clase 1 y la resistencia a B-lactamicos y quinolonas estaba mediada por la produccién de
DHA-1 (AmpC plasmidica), OXA-1y SHV-1 y la presencia de tres determinantes de resistencia
plasmidica a quinolonas (QnrB4, QnrS2 y Aac(6’)-Ib-cr), respectivamente. Ninguno de los dos

aislados presentd mutaciones en la region QRDR de gyrA o parC ni poseia gepA.

El entorno genético de blapuas Y gnrB4 se estudié mediante ensayos de PCR solapante vy
secuenciacion y se comprobd que ambos genes estaban asociados a un integréon complejo de
clase 1 de nueva estructura (No acceso Genbank GU906294), que era muy semejante a In37
descrito en una cepa de Escherichia coli de Shanghdi por Wang (GenBank AY259086 ) (Wang
et al 2003) vy sobre todo a la variante de In37 identificada por Verdet y colaboradores en un
aislado de K. pneumoniae de la region de Paris (RBDHA GenBank AJ971343 ) (Verdet et al
2006), pero con el que presentaba algunas diferencias La region variable 1 del integrén era
idéntica a la de In37 [aac(6’)-Ib-cr; blaoya.1; catB3; arr3], pero el gen sull y gran parte de gacAE
de la primera copia de 3’CS se habian delecionado por la introduccion de 1526, que también
ocasiond la delecion del elemento orf513 asociado a ISCR1 y de sapC, sapB y sapA (que en
In37 de la cepa RBDHA estan ubicados entre la primera copia de 3’CS y el determinante gnr). El
resto de la estructura era idéntica a la de In37 de la cepa RBDHA con gnrB4 y parte del operdn
psp (pspF, pspA, pspB, pspC y pspD) downstream de blapuas Y ampR y una segunda copia

completa de 3’CS upstream de blapya.1.

No fue posible demostrar la transferencia del integrén por conjugacion al no conseguirse
transconjugantes en los ensayos en medio liquido que se llevaron a cabo empleando la cepa E.
coli 153 resistente a azida como receptora y agar tripticasa soja suplementado con azida y

cefotaxima o sulfamidas para la seleccién de los transconjugantes.

En resumen, en este trabajo presentamos la diseminacidn por transmisidn cruzada entre dos
pacientes de una cepa de Klebsiella pneumoniae multirresistente portadora de blapya., y de
gnrB4 en el seno de un integrén complejo de clase 1 de nueva estructura, muy semejante a
In37. Es probable que en este minibrote estuviera también implicada la paciente de la que se
recuperd el aislado que no se pudo estudiar, que seria el caso indice, ya que dicho aislado

presentaba el mismo fenotipo de resistencia que los otros dos.
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Klebsiella pneumoniae is a common cause of community and hospital-acquired infections, for
which the first-line therapeutic choices are B-lactams and fluoroquinolones. However,
different mechanisms of resistance to these antibiotics have been reported. The production of
either AmpC or extended-spectrum beta-lactamases (ESBLs) confers resistance to broad-
spectrum cephalosporins and penicillins (Bush K, 2010), while mutations in gyr4 and parC
genes and acquisition of plasmid-mediated quinolone-resistance determinants (gur, aac(6’)-
Ib-cr, gepA...) are responsible for fluoroquinolone resistance (Strahilevitz et al., 2009).

These genes may be found associated with other resistance genes (e. g. aminoglycoside or
phenicol resistance) within classic or complex class 1 integrons. Integrons are genetic
elements capable of acquiring, organizing and expressing gene cassettes. They contain an
integrase gene intl/, an attll recombination site and a common promoter Pc implicated in the
gene cassette expression. Integrons may be located within transposons or plasmids, and then,
be transferred among different bacteria (Cambray et al., 2010).

Two K. pneumoniae isolates resistant to different beta-lactams and to ciprofloxacin but
susceptible to nalidixic acid, were recovered at the microbiology laboratory of Hospital Verge
de la Cinta (Tortosa, Catalonia, Spain). The aim of this study was to elucidate the mechanisms
imvolved 1n these phenotypes of resistance.

The two K. pneumoniae isolates studied (C1911 and C2812) were obtained during the same
week in 2008 from an urine and a blood sample, respectively, of two patients admitted to
different wards in a chronic-care centre. The first patient was an 84 years old-woman and the
second one a 79 years-old woman. Both of them suffered from several comorbidities and, in
the two previous months, they had received amoxicillin/clavulanic acid (AMC) and

cefuroxime or ceftazidime, among other antimicrobials, to treat various infectious episodes.
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When clonal relationship among both K. pneumoniae isolates was analyzed by PFGE Xbal-
digested genomic DNA (Saenz et al., 2004), by multi-locus sequence typing (MLST)
(Diancourt et al., 2005) and by determining their phylogenetic group (Brisse et al. 2004), the
results showed that both isolates were closely related by PFGE and were ascribed to the same
MLST pattern (ST483) and phylogenetic group (KplIl).

The antimicrobial susceptibility to 18 antimicrobial agents was assessed by the Wider
microdilution system with 95W and 93W panels (Francisco Soria Melguizo, Madrid, Spain)
or by disk diffusion method according to CLSI (2010). ESBL production was determined by
double-disk synergic test (Jarlier et al., 1988). Molecular mechanism of resistance to beta-
lactams and quinolones and the presence of class 1 integrons were investigated by PCR and

sequencing using the primers and conditions previously described (Table 1).

Table 2 shows the resistance phenotypes of K. preumoniae C1911 and C2812. Both strains
exhibited decreased susceptibility to AMC (MIC >8/4 mg/l.) and were resistant to
ceftazidime, cefotaxime, cefoxitin, ciprofloxacin, tobramycin, and kanamycin. ESBL
production was negative, but the resistance pattern suggested the production of an AmpC
cefamicinase. After PCR multiplex and subsequent sequencing (Pérez-Pérez and Hanson,
2002), the blapua.1 gene was detected in both strains, that additionally harbored the blaoxa 1
and blasgy.; P-lactamase encoding genes and the aac(67)-Ib-cr, gnrB4 and gnrS2 genes.
Neither gep4 nor mutations in gyrd or/and parC were found in both Klebsiella strains,
therefore the coexistence of aac(6°)-1b-cr, gnrB4 and gnrS2 could entirely account for the
observed nalidixic acid-susceptible and ciprofloxacin-resistance phenotype. Qnr protects the
quinolone-target, and AAC(6")-Ib-cr confers resistance to ciprofloxacin and norfloxacin, but

not to nalidixic acid (Rodriguez-Martinez et al., 2011).
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DHA-1 is an inducible plasmid-mediated AmpC p-lactamase derived from chromosomally
encoded AmpC of Morganella morganii. However, DHA-1 is increasingly reported in the
context of complex class 1 integrons in other Enterobacteriaceae such as Klebsiella spp. or
Salmonella enterica (Verdet et al., 2006). Previous treatment with AMC or
oxyminocephalosporins (the therapy administered to the two concerned patients) is
recognized as an independent risk factor to become infected by AmpC-producing
Enterobacteriaceae (Yan et al., 2004). Moreover, a strong association between gnrB4 and
blapua1 has been previously communicated (Diestra et al., 2010; Seo et al., 2010; Verdet et
al., 2006), mainly linked in complex integrons to the ISCR/ element, which plays an
important role in the transfer of both genes. Accordingly, the genetic environment of the
blapya, and gnrB4 genes was studied by PCR mapping (Table 1) and sequencing in
K. pneumoniae C1911 and C2812. The blappa and its regulator ampR were associated with
multiple resistance genes: gnrB4, aac(6’)-Ib-cr, blaoxa1, catB3 and arr3 inside a new
complex class 1 integron (Figure 1). This new structure of C1911 strain was included in
GenBank database with the accession number GU906294. Interestingly, this integron shared
backbones of the In37 (GenBank AY259086) and pRBDHA (GenBank AJ971343) complex
integrons (Verdet ef al., 2006), such as the four gene cassettes (aac(6’)-Ib-cr, blagxa 1, catB3
and arr3) located in the variable region downstream of the integrase gene intl/. However,
sull gene, ISCRI element, sapC, sapB and sapA genes were completely deleted in the C1911
and C2812 integrons due to the insertion of the IS26 downstream of gnrB4 gene. The
insertion sequence IS26 is commonly encountered in many plasmids, occasionally in high
copy number, in different bacteria. When this element is directly repeated, is able to mobilize
all the structure between the formed transposon. Nevertheless, some plasmids (such as

pTN60013, GenBank AJ971345) carrying blapga; gene surrounded upstream and
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downstream by IS26 and qgacEAl-sull-orf3-1S26, respectively, but not by ISCRI or a
complete conventional class 1 mtegron, have been identified. It has been speculated that these
plasmids could have evolved from typical class 1 complex integrons owing to the sertion of
IS26 (Verdet ef al., 2006). The C1911 structure also supports this hypothesis, showing an
intermediate scenario between a typical class 1 complex integron and the pTN60013

structure.

No transconjugants of these blapua-1-positive strains were detected after conjugation
experiments using as recipient the azide-resistant E. coli J53 strain (Pérez-Moreno ef al.,

2011).

In summary, the cross dissemination between two patients of a multiresistant K. pneumoniae
strain harboring gnrB4 and blapua-1 inside a novel complex class 1 integron is reported in this
work. The association of plasmid-mediated quinolone—resistance and ampC genes within
complex mtegrons may promote their coselection and dissemination and cause therapeutic

failures, therefore warranting close monitoring and further studies.
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Table 1.- Primers and annealing temperatures used in the PCR reactions carried out in this

study.
Target Primer Sequence (5"23") r Reference
annealing

Resistance genes

blamgy TEM-F ATTCTTGAAGACGAAAGGGC 60°C Séenz et al , 2004
TEM-R ACGCTCAGTGGAACGAAAAC

blagyy SHV-F CACTCAAGGATGTATTGTG 52°C Saenz et al , 2004
SHV-E TTAGCGTTGCCAGTGCTCG

blaoxaa OXAIl-F ACACAATACATATCAACTTOGC 61°C Saenz et al_, 2004
OXAI-R AGTGTGTTTAGAATGGTGATC

grd gyrA-F AAATCTGCCCGT GTCGTTGGT 55°C Pérez-Moreno et al , 2011
gyrA-R GCCATACCTACGGCGATACC

parC parC-F CCTTGCGCTACATGAATTTA 50°C Pérez Moreno et al_, 2011
parCR CAGGTTATGCGGTGGAATAT

aac(6’)-Ib aac(6)-Ib-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 55°C Pérez-Moreno et al, 2011
aac(6)Ib-R  CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

gnrd qnrA-F AGAGGATTTCTCACGCCAGG 55°C Pérez Moreno et al_, 2011
qnrA-R TGCCAGGCACAGATCTTGAC

qnrB qurB-F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG 53°C Pérez-Moreno et al , 2011
qurB-R. ACGATGCCTGGTAGTTGTCC

gnrs qnrS-F GCAAGTTCATTGAACAGGGT 55°C Pérez-Moreno et al_, 2011
qnrS-R. TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG

qepA qepA-F GGACATCTACGGCTTCTTCG 60°C Yamane et al | 2008
gqepA-R. CAACTGCTTGAGCCCGTAG

indl mtll-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 62°C Séenz et al , 2004
mtll-R ACATGCGTGTAAATCATCGTCG

qgacEA1-sull qacEAL-F GGCTGGCTTTTICTTGTITATCG 63°C Saenz et al_, 2004
sull-R GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

VR? EV1-F GGCATCCAAGCAGCAAG 55°C Saenz et al_, 2004
EVI-R AAGCAGACTTGACCTGA

genetic environment of the blapgs ; and gnrB4 genes

qnrB4 qnrB4-F GATGACTCTGGCGTTAGTTGG 53°C Park et al, 2009
qurB4-R. CCATGACAGCGATACCAAGA

sap and psp operon sapB-F GCCAGCTAAAGACCATCTCG 55°C Verdet et al | 2006
pspF-R CCAGCGATTACCCACTGAAT

Inside psp operon pspF-F CAGATCCAGCGGTAGGGTTA 55°C Verdet et al | 2006
pspA-R CAACATCAATGCCTGCTGAC

Between psp operon and Faz-F AAGAAACAGTGTGCCGCCAT 55°C Verdet et al_, 2006

S Morg R GGTAACGCTGATCGGTAAAC

Between psp operon and  pspD-F COGGCAATCAGGCTAAATAA 55°C Verdet et al , 2006

S ampC R TCCGGAAAAACAGGTGGCGA

Second copy of 3 cs® ampR-F CGTGAGCGGGTGAAAGTCG 35°C Verdet et al , 2006
orf5-R AAGTGTCGACGTGGGTGAAT

M. morganii Tegion DHAI1-F CTCATCCTCCATAAAACAGC 55°C Verdet et al , 2006
DHAI1-R TTATCTCACACCTTTATTACT

M. morganii region DHA2-F AGATACATTGCCATTTCCAG 55°C Verdet et al , 2006
DHA2-R ACTTGCCGCCGTTACTCACA

M. morganii region DHA3-F TGTGCCATCAGCGGTTTATT 55°C Verdet et al , 2006
DHA3-R TGGAAGGTGAGTGAGTTTTA

#Class 1 variable region
® 3°_conserved segment (gacEA1-sull)
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RESISTENCIA ANTIBIOTICA E INTEGRONES DE CLASE 1 EN AISLADOS
CLINICOS DE ORIGEN HUMANO DE SALMONELLA ENTERICA DE LA
REGION SANITARIA TERRES DE I'EBRE

RESISTENCIA ANTIBIOTICA

Las resistencias antibidticas en serotipos no tifoideos de Salmonella enterica han aumentado
sustancialmente en las ultimas décadas, llegando a constituir un serio problema de salud
publica, pues estd documentado que las infecciones por cepas resistentes se asocian con una
peor respuesta clinica y una mayor morbimortalidad (Martin LJ et al 2004, Helms M et al
2002). En los paises desarrollados estas resistencias parecen ser una consecuencia
practicamente inevitable del uso de antibidticos en animales destinados a la alimentacion,
tanto con fines terapéuticos como profilacticos e incluso como promotores del crecimiento, a
pesar de los esfuerzos legislativos y las recomendaciones de las sociedades cientificas para
poner coto a su uso y racionalizarlo (Threlfall et al 2006, Torres et al 2010, Anénimo Food and
Drug Administration 2010).

Las tasas de resistencia en S. enterica son muy variables y dependen de los serotipos, del
origen de los aislamientos (diferentes tipos de animales o humanos) y de los clones circulantes,
entre otras circunstancias. Asi, por ejemplo, Threlfall et al (Threlfall et al 2006) comunicaron
una disminucion de la resistencia a los antibidticos en Salmonella en Inglaterra y Gales de casi
el 25% entre 2000 y 2004 como consecuencia del declive en la incidencia de S. Typhimurium
del fagotipo 104 y Dominguez-Rodriguez et al registran diferencias considerables en las tasas
de resistencia a diferentes antibidticos en Salmonella y otros agentes zoonéticos en funcion
de los animales de los que procedian los aislados, diferencias probablemente relacionadas con
los serotipos mas prevalentes y los antibidticos mas usados en cada uno de ellos (Dominguez

Rodriguez et al 2010).

Respecto a los serotipos aislados en nuestro laboratorio, el mas frecuente en el periodo 2004-
2009 fue Typhimurium (39,7%), seguido de Enteritidis (39,3%), Rissen (3,3%), Hadar (2,9%), la
variante monofasica [4,(5),12:i:-] de S. Typhimurium (2,1%), Bredeney (1,3%) y Newport
(1,1%). Estos fueron también los serotipos mas frecuentes entre los aislados de origen humano
recibidos en el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella espaiiol (LNRSSE)
entre 2004 y 2005 (Echeita MA et al 2007). Llama la atencién el importantisimo descenso de S.
Enteritidis registrado en nuestro laboratorio a lo largo del periodo de estudio, tanto en el
numero de aislamientos totales como en la frecuencia relativa, que pasé del 51,9% en 2000 al

20,7% en 2009, mientras que el comportamiento del serotipo Typhimurium fue el opuesto
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pasandose de una frecuencia del 39,5% en 2000 al 59,8% en 2009 y habiéndose constituido en
el mas prevalente. La misma tendencia, tanto en nimeros absolutos como relativos, se
observa en los datos aportados por el LNRSSE para el conjunto del estado espanol,
detectandose un claro descenso de casos del serotipo Enteritidis a partir del 2003 y un
aumento en el serotipo Typhimurium, si bien el serotipo Enteritidis seguia siendo el mas
frecuente en el afio 2008 (39,2%) (Velasco et al 2009). El reemplazo del serotipo Enteritidis
por el Typhimurium puede ser consecuencia de la aplicacién de las medidas de vigilancia,
prevencion y control incluidas en el Programa de control de Salmonella en huevos y
ovoproductos impulsadas en 2004 por los entonces denominados Ministerios de Sanidad y
Consumo, y de Agricultura, Pesca y Alimentacion. Estas medidas habrian resultado muy
efectivas en el serotipo Enteritidis por su asociacién al consumo de ovoproductos, pero mucho
menos apreciables para el serotipo Typhimurium en el que la infeccidn esta preferentemente

relacionada con la ingesta de carne de cerdo contaminada (Velasco et al 2009).

Como cabia esperar, los datos de resistencia que encontramos en nuestros aislados de los
serotipos mas prevalente (S. Typhimurium, S. Enteritidis y S. Hadar) son concordantes con los
que se registraron en un estudio de vigilancia realizado en el LNRSSE con aislados de origen
humano procedentes de todo el estado Espafiol recibidos entre 2000 y 2003 (Soler et al 2006)
y también son muy semejantes a los obtenidos en un estudio de vigilancia llevado a cabo a
nivel de la comunidad europea y Noruega, Suiza, Australia, Japén, Nueva Zelanda y Sudafrica
con aislados humanos del 2002, excepto en lo que se refiere a las tasas de resistencia a
amoxicilina y acido nalidixico en los serotipos Enteritidis, Virchow y Hadar que fueron
considerablemente mds altas en Espafia que las observadas para el conjunto de paises
participantes (Threlfall et al 2006).

S. Typhimurium fue el serotipo en el que se registr6 mayor frecuencia de multirresistencia
(resistencia a tres o mas familias de antibidticos), destacando los elevados porcentajes de
resistencia a antibidticos ampliamente usados en ganado porcino, que constituye su principal
reservorio (Burch 2005), como son tetraciclina (84,8%), amoxicilina (81,5%), estreptomicina
(79,4%) vy sulfamidas(77,2%), pero también a cloranfenicol (60,9%), posiblemente debido a la
amplia distribucion en nuestro pais de aislados portadores de elementos genéticos
movilizables (integrones ubicados en la SGI1 o en plasmidos de virulencia resistencia) en los
qgue coexisten los determinantes de resistencia a cloranfenicol y los determinantes que
confieren resistencia a los antibidticos anteriormente citados (Herrera et al 2008, Pérez-
Moreno et al 2005). Esta hipdtesis vendria apoyada por los datos de resistencia exhibidos por

los aislados del serotipo Rissen, cuyo reservorio también son los cerdos, que son elevados para
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amoxicilina, estreptomicina, tetraciclina y sulfamidas pero mucho menos para cloranfenicol.
Las tasas de resistencia de los aislados humanos de S. Typhimurium de nuestro dmbito
geografico coinciden con las que refleja para los aislados procedentes de Espafia el informe
elaborado por la European Food Safety Authoity (EFSA) con aislados de diferentes paises
europeos obtenidos en el afio 2009. Las tasas espanolas son notablemente mas elevadas para
amoxiclina, estreptomicina, tetraciclina, sulfamidas y cloranfenicol que las obtenidas para la
media de paises participantes (Anénimo. EFSA 2011(b)). Es probable que esta diferencia, que
no se observaba en el estudio del afio 2002 al que haciamos referencia con anterioridad
(Threlfall et al 2002), sea atribuible a que la progresiva disminucién de la incidencia de aislados
pentarresistentes del fagotipo 104 y relacionados que se ha producido en toda Europa
(Meakins S et al 2008) no ha ido paralela a la emergencia de los aislados pentarresistentes
asociados al integron 2kb/blaoya.i-aadA1 que si ha tenido lugar en Espafia.

Los aislados de la variante monofasica [4,5,12:i:-] de S. Typhimurium con resistencia a
ampicilina, tetraciclina, estreptomicina y sulfamidas, se estan extendiendo rdpidamente por
varios paises europeos, donde parece que estdn sustituyendo a S. Typhimurium DT104
(Hopkins et al 2010). En nuestro laboratorio los empezamos a detectar a partir de 2008 (datos
no publicados), pero no estaban presentes entre los aislados de S. Typhimurium de 2004-2006
gue dieron lugar al articulo nimero 1, de los que sdlo tres pertenecian a la variante
monofdsica y dos de los cuales presentaron un patron mds amplio de resistencia asociado a
integrones atipicos. En cuanto a la resistencia en los otros dos serotipos mas prevalentes, cabe
destacar que la multirresistencia, afectando mayoritariamente a ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina y dcido nalidixico, fue una caracteristica del serotipo Hadar (81,3% de los
aislados) como ya se ha observado en otros estudios (Soler et al 2006, Threlfall et al 2006),
mientras que era rara en el serotipo Enteritidis (7,7%) en el que lo mas destacable era la
elevada tasa de resistencia a acido nalidixico y disminucion de sensibilidad a ciprofloxacino
(46,3% y 45,2%).

Resistencia a quinolonas

En S. enterica las resistencias a fluoroquinolonas y cefalosporinas de amplio espectro son las
que tienen verdadera transcendencia clinica, puesto que éstos son los agentes de eleccion en
aquellos casos en que la infeccidén requiere tratamiento antibidtico por ser extraintestinal
(Hohman 2001). La resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas es poco frecuente en S.
enterica, especie en la que parece tener un alto coste biolégico (Guiraud E et al 2006), pero la
resistencia a acido nalidixico es mucho mas comun en algunos serotipos, principalmente los de
reservorio aviar, como Enterititidis, Virchow y Hadar, y particularmente en nuestro pais

(Mglbak et al 2002, Marimon et al 2004, Soler P et al 2006, Andnimo EFSA 2009), donde se ha
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relacionado con el amplio uso en el pasado de estos compuestos en las aves de corral (Soler et
al 2006). La resistencia global a acido nalidixico, practicamente en todos los casos asociada a
disminucién de sensibilidad a ciprofloxacino, que encontramos en los aislados de serotipos
distintos al Typhimurium fue del 41,1%, con tasas del 45% para S. Enteritidis, del 93,7% para S.
Hadar y del 80% para S. Virchow, lo que constituye un motivo de preocupacion, ya que hay
constancia de que se asocia con una menor efectividad del tratamiento con fluoroquinolonas
(Helms et al 2002, Helms et al 2004). La resistencia a fluoroquinolonas en el serotipo
Typhimurium es mucho menor (en nuestra serie sélo un 3,3% fueron resistentes a acido
nalidixico), aunque después de la introduccion de enrofloxacino en veterinaria se registraron
en diferentes paises algunos brotes ocasionados por S. Typhimurium DT104 con disminucion
de sensibilidad a ciprofloxacino (Threlfall 1997, Mglbak et al 1999, Walker et al 2000).

El principal mecanismo implicado en la resistencia a quinolonas son las mutaciones puntuales
en la QRDR de gyrA (que suelen conducir a modificaciones en los residuos Ser83 y Asp87), pero
se ha comprobado que la expulsion activa mediada por la sobreexpresion del sistema AcrAB-
TolC tiene gran relevancia en Salmonella (en algunos serotipos como Typhimurium y Virchow
incluso mas que las mutaciones puntuales en gyrA) (Giraud et al 2006, Solnic-Isaac 2007). La
resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas sélo se detecté en tres aislados de S. Kentucky de
pacientes que habian viajado al Norte de Africa. La emergencia de aislados de este serotipo
resistentes a ciprofloxacino en pacientes con historia reciente de viajes al Norte de Africa ha
sido descrita en Francia y Bélgica y en todos los casos coexistian mutaciones dobles en gyrA,
con mutaciones puntuales en parC y sobreexpresion de AcrAB-TolC (Weill et al 2006; Collard
et al 2007). Recientemente hemos recuperado un cuarto aislado de S. Kentucky resistente a
ciprofloxacino a partir de un hemocultivo de un paciente inmunodeprimido que no habia
viajado al extranjero, por lo que el origen podria estar en algun alimento importado
contaminado (datos no publicados).

Uno de los ultimos mecanismos descritos de resistencia a quinolonas es la resistencia
plasmidica mediada por genes gnr (Martinez-Martinez et al 1998), que parece ser todavia
relativamente rara en Salmonella y asociarse a menudo con resistencia a cefalosporinas de
amplio espectro (Cheung et al 2005, Cattoir et al 2007), aunque algunos autores las detectan
en aislados de Salmonella sensibles a estos compuestos (Gay et al 2006, Herrera-Ledn et al
2011). La presencia aislada de determinantes gnr generalmente confiere resistencia moderada
a fluoroquinolonas y también a acido nalidixico -con CMI que pueden no superan 16 mg/L-,
por lo que este mecanismo de resistencia podria pasar desapercibido si se siguen las
recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) de considerar sensibles a

fluoroquinolonas los aislados de Salmonella cuya CMI a 4cido nalidixico sea <32 mg/L (Gay K et
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al 2006). En nuestro laboratorio sélo identificamos dos aislados de un total de 382
correspondientes a S. enterica de serotipo no Typhimurium (0,52%) con determinantes gnr, en
concreto gnrA1 en un aislado de S. Grumpensis productor de CTX-M-9 y gnrB4 en otro aislado
de S. Newport productor de DHA-1, ambos con una CMI de 16 mg/L para acido nalidixico y 1
mg/L para ciprofloxacino. En cualquier caso, no podemos descartar que su prevalencia esté
infraestimada pues sélo investigamos la presencia de genes gnr en los aislados resistentes a
cefalosporinas de tercera generacidn o en los que presentaban CMI a nalidixico <16 mg/L y
>0,12 mg/L a ciprofloxacino. Herrera-Ledn et al, siguiendo la misma estrategia, detectaron
determinantes gnr en sélo 122 de los aislados de Salmonella remitidos al LNRSSE entre 2003 y
2008, de los que Unicamente tres correspondian a aislados resistentes a cefalosporinas de
tercera generacién (gnrB2 en S. Bredeney productora de SHV-12, gnrS2 en S. Typhimurium
productora de SHV-12 vy gnrB4 en S. Newport productora de DHA-1; este ultimo aislado
probablemente era el mismo al que nosotros hacemos referencia en el articulo 2 puesto que
fue enviado para su serotipificacién al LNRSSE en 2004 y coinciden los patrones de resistencia).
gnrA1 fue detectado mayoritariamente en aislados del serotipo Thompson (n=25) relacionados
clonalmente y gnrS1 en aislados del serotipo Typhimurium DT104b (n= 91) también
relacionadas clonalmente (Herrera-Ledn et al 2011). No se conoce la transcendencia clinica
real de la emergencia y diseminacidn de aislados de Salmonella con resistencia mediada por
proteinas Qnr, pero teniendo en cuenta que por su localizacién en plasmidos pueden
transferirse horizontalmente, que suelen asociarse a resistencia a cefalosporinas de amplio
espectro vy, que si bien confieren resistencia moderada a quinolonas, bajo presién selectiva
favorecerian la selecciéon de mutantes con alto nivel de resistencia (Giraud et al 2006), seria
interesante realizar estudios prospectivos y de vigilancia.

B-lactamasas identificadas y resistencia a cefalosporinas de tercera generacién

La resistencia a B-lactdmicos en las dos series de Salmonellas estudiadas, estuvo mediada
practicamente en todos los casos por la produccion de B-lactamasas plasmidicas de amplio
espectro de los grupos 2b (TEM-1), 2c (PSE-1) y 2d (OXA-1) sin actividad hidrolitica frente a
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, excepto en el caso OXA-1 que puede dar lugar a
ligeros incrementos en la CMI de cefepime (Bush y Jacoby 2010). En los aislados del serotipo
Typhimurium el enzima predominante fue OXA-1, seguido de PSE-1 (ambos vinculados siempre
a integrones de clase 1) y de TEM-1, mientras que TEM-1 fue la Unica B-lactamasa de amplio
espectro identificada entre los aislados del resto de serotipos. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por otros autores de nuestro entorno (Antunes et al 2006, Rodicio et al 2008,
Herrero et al 2008), salvo en lo que se refiere a la prevalencia de OXA-1 en S. Typhimurium

resistente a ampicilina que en nuestra coleccién alcanzd el 48% frente al 19% y 42%
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registrados en dos estudios llevados a cabo en el LNRSSE entre 2002 y 2004 y en los que,
ademas, la prevalencia podria estar sobreestimada al incluirse sélo aislados multirresistentes
(Rodicio et al 2008, Herrero et al 2008). Curiosamente en cuatro aislados (tres de S. Risseny 1
de S. Mikawasima) con un fenotipo de resistencia compatible con la producciéon de una B-
lactamasa de amplio espectro no pudimos dilucidar el mecanismo de resistencia a amoxicilina,
pues la PCR fue negativa para blaoxa.1, blapse.1, blaoxa1, blatem y blasyy.  La resistencia a
amoxicilina/clavulanico fue del 16% en el serotipo Typhimurium, relacionada con la produccidn
de OXA-1y PSE-1, y de sélo el 1,9% en el resto de serotipos, concentrandose la mayoria de
casos en el serotipo Hadar.

La resistencia a cefalosporinas de tercera generacidn, la otra opcidn terapéutica en casos de
salmonelosis invasiva, afortunadamente fue muy baja en los aislados estudiados: tan sélo se
obtuvieron cuatro aislados productores de B-lactamasas de espectro extendido (CTX-M-9 en
un aislado de S. Virchow y otro de S. Grumpensis, CTX-M-15 en un aislado de S. Kapemba y
SHV-12 en un aislado de S. Enteritidis) y un aislado de S. Newport productor de la cefamicinasa
plasmidica DHA-1, mientras que no encontramos ningun aislado productor de estos tipos de
enzimas entre los 92 de S. Typhimurium recuperados entre 2004 y 2006, aunque en uno de
ellos se desarrollé resistencia in vivo en el curso del tratamiento con amoxicilina/clavulanico
como consecuencia de la adquisicion de la AmpC plasmidica CMY-2. Todos estos enzimas han
sido descritos previamente en S. enterica (Gonzalez-Sanz et al 2009, Rodriguez et al 2009),
pero, hasta donde sabemos, ésta es la primera vez que se comunica la produccién de B-
lactamasas de espectro extendido en los serotipos Kapemba y Grumpensis. La resistencia a
cefalosporinas de amplio espectro mediada por la adquisicion de B-lactamasas de espectro
extendido y cefamicinasas plasmidicas no esta generalizada en Europa, donde de acuerdo al
informe de EFSA en aislados del 2009 era del 0,7% y del 0,6% para los aislados procedentes de
Espafia (Andnimo. EFSA 2011), aunque si que afecta a una gran variedad de serotipos, lo que
se explicaria por la localizacidn de los genes que las codifican en plasmidos conjugativos de
gran tamafio (Hasman et al 2005, Politi et al 2005, Gonzalez-Sanz et al 2009, Rodriguez et al
2009). En un trabajo llevado a cabo con 11.317 aislados de S. enterica recibidos en el LNRSSE
del Centro Nacional de Microbiologia entre 2001 y 2005, 27 (0, 26%) pertenecientes a 12
serotipos distintos resultaron resistentes a cefotaxima; se identificaron 8 tipos de B-lactamasas
de espectro extendido, siendo CTX-M-9 la mas frecuente seguida de SHV-12, y dos tipos de
cefamicinasas plasmidicas (CMY-2 y DHA-1) (Gonzalez-Sanz et al 2009). La preponderancia de
las enzimas CTX-M-9 y SHV-12 en Espafia también se confirmd en aislados de S. enterica de
animales sanos destinados a la produccidn de carne en Espafia (Riafio et al 2006). En Espaiia la

produccién de CTX-M-9 es particularmente elevada en aislados clonales multirresistentes de
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S. Virchow del fagotipo 19, distribuidos por todo el territorio, y se ha demostrado que esta
asociada con la diseminacion de pldsmidos conjugativos del grupo de incompatibilidad IncH2
qgue albergan un integrén complejo en cuya regién variable se ubican determinantes de
resistencia a trimetoprim y estreptomicina. La emergencia de estos aislados resulta
especialmente preocupante por la propension del serotipo Virchow a producir infecciones
sistémicas (Herrera-Ledn S et al 2010). En el grupo de las AmpC plasmidicas, CMY-2 es la mas
frecuente, igual que sucede en el resto de enterobacterias, y su diseminacién parece deberse
fundamentalmente a su transferencia horizontal ya que se ha detectado en muchos serotipos
distintos (Herrera-Ledn et al 2010), aunque hace algunos afos emergid en Estados Unidos un
clon de S. Newport multirresistente productor de CMY-2, cuyo reservorio era el ganado vacuno
enfermo, que se disemind por todo el pais (Zhao et al 2003). El enzima DHA-1 se ha descrito
asociado a integrones complejos y determinantes gnr en aislados de diferentes miembros de
las enterobacterias (Verdet et al 2006, Quiroga et al 2007), pero su presencia en Salmonella
es anecddtica; Herrera-Ledn et al refieren la produccion de DHA-1 en un Unico aislado de S.
Newport positivo para gnrB4 pero no portador de integrones de clase 1, en lo que seria el
primer caso de esta asociacién en Salmonella y también el primer caso de produccién de DHA-
1 en el serotipo Newport en Espafia (Herrera-Ledn et al 2010, Herrera-Ledn et al 2011), que
creemos -como ya hemos comentado con anterioridad- que se corresponde con el aislado de
las mismas caracteristicas de nuestra serie. El hecho de que tanto las B-lactamasas de
espectro extendido, como las de tipo AmpC identificadas en aislados de S. enterica de origen
humano sean las mismas que se detectan en aislados de origen animal (Riafio et al 2006, Riafo
et al 2009, Zhao et al 2003) sugieren que la fuente de transmisidon es la cadena alimentaria.
Habida cuenta que el uso de cefalosporinas de amplio espectro en veterinaria es mucho
menor que en medicina humana, cabe pensar que seria el empleo de otros antibidticos como
sulfamidas, estreptomicina o tetraciclina el que habria seleccionado indirectamente aislados
con B-lactamasas de espectro extendido o AmpC plasmidicas, que acostumbran a presentar

corresistencia a dichos antimicrobianos (Torres et al 2010).

La adquisicion de estos enzimas por S. enterica también puede producirse, aunque mucho mas
raramente, en el mismo paciente por transmisiéon horizontal de los pldsmidos que los
vehiculan a partir de otras especies presentes en el intestino como consecuencia de la
seleccidn ejercida por el tratamiento antibiético. Un ejemplo de esta posibilidad lo constituye
el caso que presentamos como addendum al articulo 1: se trataba de una lactante con
gastroenteritis febril a la que se cursd un coprocultivo a su ingreso en urgencias del que se

recuperd un aislado multirresistente de S. Typhimurium fagotipo U311 con el fenotipo y
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genotipo de resistencia caracteristico de la presencia de SGI1 y en la que, tras recibir
tratamiento con amoxicilina/clavulanico, se recuperd otro aislado de S. Typhimurium U311 con
idéntico patrén por electroforesis en campo pulsado y secuencia tipo que el original pero con
resistencia adicional a cefamicinas, amoxicilina/clavulanico y cefalosporinas de espectro
extendido, que se demostré que estaba mediado por blacyy., en el entorno genético ISEcpl -
blacwy, - blc y que se podia transferir por conjugacién. Este entorno genético, con ligeras
variaciones, es comun a todos los aislados de enterobacterias portadores de blacuy.,
plasmidica; los genes blacwy., ¥ blc son originarios del cromosoma de Citrobacter freundii y el
elemento transposdn-like ISEcp1 se cree que esta implicado tanto en la movilizacion de blacwy.,
desde el cromosoma de C. freundii a diferentes plasmidos como en la expresion de ampC en
ausencia del ampR cromosdmico (Verdet et al 2009). Aunque no podemos descartar la
posibilidad de que los dos aislados (el aislado original negativo para blacwy., y el recuperado
tras el tratamiento que si que albergaba blacyy.;) estuvieran presentes desde un primer
momento en el tracto gastrointestinal de la paciente y el segundo fuese seleccionado por el
tratamiento, pensamos que es igualmente plausible que se trate de un caso de adquisicién in
vivo de la cefamicinasas plasmidica a partir otro enterobacteria de la flora intestinal de la
paciente. La adquisiciéon in vivo de B-lactamasas CTX-M en el curso del tratamiento,
presumiblemente a partir de flora intestinal comensal, se ha documentado en aislados de
origen humano de S. Anatum (Su et al 2000) y S. Kentucky (Collard et al 2007) en los que fue
responsable del fracaso terapéutico y la transmisiéon horizontal de CMY-2 desde E. coli a S.
Newport se consiguié facilmente en un modelo animal con pavos (Poppe et al 2005). Por otro
lado, el uso de inhibidores de B-lactamasas se ha identificado como un factor de riesgo
independiente para la infeccion por E. coli productor de CMY-2 (Yan et al 2000, Yan et al
2004).

RESISTENCIA ASOCIADA A INTEGRONES DE CLASE 1

El interés por el papel de los integrones, elementos genéticos movilizables de gran versatilidad
qgue se conocieron a principios de la década de los 80, en la emergencia y diseminacién de
resistencias en S. enterica cobré verdadera vigencia cuando algunos trabajos demostraron que
todas las cepas del clon epidémico de S. Typhimurium DT104 de distribucion mundial poseian
dos integrones de clase 1 (1 Kb/aadA2 y 1,2 Kb/blapse.1) que explicaban parcialmente el
caracteristico fenotipo de pentarresistencia (ampicilina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol y sulfamidas) (Ridley y Therlfall 1998, Sandvang et al 1998, Briggs y Fratamico
1999). Posteriormente se supo que estos dos integrones estaban ubicados en una isla

gendmica cromosémica de 43 Kb (SGI1 por Salmonella Genomic Island 1), que por su
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contenido en guanina o citosina probablemente se habia adquirido horizontalmente a partir de
organismos acuaticos como Vibrio o Pseudomonas aeruginosa, y en concreto en un segmento
de 13 kb denominado regién de multirresistencia, en el que también se encontraban los genes
tetG y floR que conferian resistencia a tetraciclina y cloranfenicol (Mulvay et al 2006). Son
numerosos los trabajos que ilustran la diseminacion de las cepas de S. Typhimurium del
fagotipo 104 y relacionados con el fenotipo y genotipo de resistencia que hemos citado, que
durante muchos afios han sido las predominantes en Europa y en América (Casin et al 1999,
Guerra et al 2000, Caratoli et al 2002, Lindstedt et al 2003 (b), Ndgrady et al 2005, Antunes
2006 (a), Majtanova et al 2007, Vo ATT 2006, Glynn et al 1998, Cabrera et al 2006), lo que
podria estar relacionado con la localizacion cromosdmica de la estructura genética
responsable de la resistencia que le permitiria fijarse de forma estable incluso en ausencia de
presion selectiva.

En nuestra region sanitaria los resultados obtenidos en un estudio llevado a cabo con aislados
de S. enterica de 2000-2001 productores de B-lactamasas avalaban esta situacién, aunque ya
entonces se pudo constatar por primera vez en Espana la inusual frecuencia de aislados del
serotipo Typhimurium (mayoritariamente no tipables, de fagotipo no reconocido o fagotipo
104b) con el mismo patrdn de resistencia pero en los que se detectaba un integron de 2 Kb con
el array de casetes blagya.1-aadA1 (Pérez-Moreno et al 2005). En el estudio posterior, recogido
en el articulo 1, que comprendia aislados de 2004 a 2006 se comprobd que el 73% de los
aislados del serotipo Typhimurium eran multirresistentes y que el 79% de éstos eran
portadores de integrones de clase 1. Se observd, asimismo, la disminucion en la frecuencia de
aislados con las caracteristicas propias de la presencia de SGI1 (floR, tetG e integrones aadA2y
blapse.1), que habian pasado del 24% al 16,3%, vy el incremento en la de los aislados con el
integrén blagxa1-aadAl, que se habian erigido en los mas prevalentes, y se comunicd por
primera vez que, a diferencia de lo que sucede con los aislados portadores de la SGI1, eran
uniformemente resistentes a nitrofurantoina. La presencia de aislados de S. Typhimurium con
este tipo de integron se habia descrito con anterioridad de forma esporadica por algunos
autores (Tosini et al 1998, Guerra et al 2000, Carattoli et al 2002, Linstedt et al 2003 (b), Weill
et al 2006), pero aparentemente sélo se convirtieron en epidémicos en Portugal (Antunes et al
2004) y sobre todo en Espafia (Herrero et al 2006, Rodriguez et al 2008, Herrero et al 2008),
aunque recientemente se ha comunicado por primera vez su deteccién en el Reino Unido
(Herrera et al 2009). Sin embargo, los datos de nuestra serie indican que la prevalencia en
nuestro area geografica, en donde suponian un 39% del total de aislados de S. Typhimurium,
es superior a la que se observa para el conjunto de Espafia (Rodriguez él al 2008, Herrero et al

2008). Cabe plantearse la posibilidad de que la emergencia y seleccion de este tipo de
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aislados, generalmente asociados con el consumo de carne de cerdo, estén relacionadas con
su resistencia a la nitrofurantoina y el uso fraudulento de este compuesto en animales
destinados al consumo que ha podido verificarse en Portugal (Antunes et al 2006, (b) y del que
también hay indicios en Espafia hasta el 2006 (Anénimo, Memoria AESAN 2006).

Llama la atencién la poca diversidad de integrones en S. Typhimurium, a pesar de la elevada
frecuencia de estas plataformas genéticas entre los aislados multirresistentes de dicho
serotipo. De hecho, en nuestra serie, aparte de los tres integrones anteriormente descritos
que eran abrumadoramente mayoritarios, sélo encontramos otros dos tipos de integrones: el
integrén de regidén variable dfrAl-aadAl, que se identificd en un Unico aislado junto al
integrén blagya1-aadAl, y un integrén atipico asociado a sul3 de estructura 5’CS-dfrA12-orfF-
aadA2-cmlAl-aadAl-qacH-1S440—sul3, identificado en cinco aislados de diferentes fagotipos,
incluido uno de la variante monofasica, que no habia sido descrito previamente en Espafia en
S. enterica y al que nos referiremos mas adelante. Esta homogeneidad coincide con lo referido
por otros autores de nuestro entorno (Carattoli et al 2002, Antunes et al 2006, Rodriguez et al
2008), si bien es llamativo la ausencia del integrén con el array de casetes dfrA12-orF-aadA2
gue si que se describe en estos trabajos y que en Espafia parece estar muy extendido en la
variante monofasica de S. Typhimurium (Guerra et al 2001, Rodriguez et al 2008). Es
interesante mencionar que en algunas zonas geograficas, como en China y sudeste asiatico,
este Ultimo integrén es el mas prevalente en S. Typhimurium (Khengtong y Chuanchuen 2008,
Jin y Ling 2009). Respecto a la identificacién de dos aislados de S. Typhimurium del fagotipo
emergente U311 con resistencia a amoxiclina, tetraciclina, cloranfenicol y sulfamidas y que
eran positivos para floR y tetG y poseian el integron 1,2 kb/ blapse, pero no el integrén
1kb/aadA2, posiblemente se trataba de aislados con la variante B de SGI1 descrita en S.
Typhimurium DT104 y que, igual que SGI1-C , seria consecuencia de una delecién en la
estructura original (Vo et al 2006) que podria proporcionar una mejor adaptacion a

determinadas condiciones ambientales (Gebreyes y Altier 2002).

Los estudios de epidemiologia molecular llevados a cabo con los aislados de S. Typhimurium de
2004-2006 y con aislados de una coleccién de 2000-2001 que albergaban integrones tipicos
asociados a sull pusieron de manifiesto que la mayor parte de ellos (79,1%) presentaban un
perfil genético indistinguible entre si al combinar los patrones de ERIC y REP-PCR,
independientemente del patron de integrones (blapse.1+ aadA2 o blagya.1-aadA1), del fagotipo
o del afio de aislamiento, lo que sugeria que la amplia diseminacién de aislados
multirresistentes portadores de integrones en nuestra zona geografica era fundamentalmente

debida a la diseminacién de un clon, probablemente muy bien adaptado ecolégicamente,
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aunque la transferencia horizontal también parecia haber contribuido, pero en menor medida,
pues se encontraron cinco genotipos adicionales minoritarios en aislados no tipificables o de
patrén de lisis no reconocido que eran especificos de un determinado perfil de integrones y se
circunscribian a periodos limitados en el tiempo. Aunque estos resultados deben ser
interpretados con precaucién, ya que la electroforesis en campo pulsado se considera la
técnica de referencia para el tipado molecular de S. Typhimurium, algunos autores han
demostrado que las técnicas de ERIC-PCR y REP-PCR representan una alternativa valida para el
genotipado de este serotipo (Woo y Lee 2006). El origen esencialmente clonal de los aislados
de S. Typhimurium portadores de SGI1 del fagotipo 104 y relacionados, independientemente
de su origen geografico, ha sido puesto en evidencia por diferentes investigadores (Mulvay
2006, Krauland et al 2009), al igual que el de los aislados con el integron blagyxa1-aadAl
(Antunes et al 2004, Herrero et al 2008, Herrero et al 2009), si bien es cierto que, a diferencia
de lo observado en nuestro estudio y en uno realizado en Amiens (Biendo et al 2005), en otros
trabajos se ha comprobado que la mayoria de aislados portadores de uno u otro de estos dos
perfiles de integrones son adscritos a dos genotipos bien diferenciados entre si (Antunes et al
2004, Weill et al 2006). Por otro lado, la diseminacion horizontal de las estructuras genéticas
responsables de la multirresistencia antibidtica de ambos tipos de aislados ha sido ya
documentada por otros autores (Markogiannakis et al 2000, Herrera et al 2006). Una
constante del integrén blagya.1-aadAl es su localizacidon en plasmidos hibridos de virulencia-
resistencia (Herrera et al 2006), lo que podria contribuir a facilitar su diseminacién por
transmisién horizontal. En el caso de la SGI1, que se ha detectado en diversos fagotipos de S.
Typhimurium y en muchas otros serotipos de S. enterica, se ha visto que no sélo puede ser
transferida por transduccion, sino que también puede presentarse transitoriamente en una
forma extracromosdmica circular susceptible de ser transferida con el concurso de plasmidos
helper (Vo et al 2010), lo que constituye un motivo de preocupacién al haber indicios de que
la presencia de SGI1 se asocia con una mayor virulencia (Rasmussen et al 2005). La
circunstancia de que aislados de diferentes fagotipos (104, 104b, 120, 194, 204c, U302 y U311)
compartieran un mismo patrén genotipico seria consecuencia, como han propuesto algunos
autores, de la adquisicion de plasmidos que transportan elementos genéticos capaces de
alterar la susceptibilidad a los fagos empleados en la tipificacion y dar lugar a la transformacidn
de un fagotipo en otro distinto (Lawson et al 2002), y se trataria, por lo tanto, de aislados

pertenecientes a un mismo clon.

En cuanto a la contribucidn de los integrones de clase 1 a la resistencia a antibidticos en

aislados de origen humano de S. enterica de serotipos diferentes al Typhimurium en nuestro
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ambito geografico, los resultados del trabajo de investigacion que dio lugar al articulo nimero
2 demuestran que ésta no es en absoluto despreciable, que es variable dependiendo del
serotipo, aunque en general es menos acusada que en S. Typhimurium, y que es arriesgado
extraer conclusiones respecto a su prevalencia en algunas serovariedades, puesto que por su
rareza los aislados que se pudieron estudiar fueron escasos. De cualquier modo, encontramos
una asociacién claramente significativa entre la presencia de integrones y multirresistencia (un
54% de los aislados multirresistentes eran portadores de integrones frente al 0,3% -un solo
aislado- de los no multirresistentes) y también entre la presencia de integrones y la resistencia
a muchos antibiéticos, tanto aquellos en que la resistencia estaba mediada por genes
insertados en los integrones (estreptomicina [aadAl, aadA2, aadA5 y aadA13],
gentamicina/tobramicina [aadB], trimetoprim [dfrAl, dfrA7, dfrA12, dfrAl6 and dfrA17],
cloranfenicol [cmIA1]) sulfamidas [sull. Sul3]) como para tetracicina o B-lactamicos, incluidas
cefalosporinas de amplio espectro. Este extremo que, como demostraban los experimentos de
conjugacion realizados, puede explicarse por la eventual asociacidn en una estructura genética
comun entre casetes génicos incluidos en integrones y otros determinantes de resistencia,
pone de relieve que la presién ejercida por el uso extensivo de antibiéticos en ganaderia puede
acabar seleccionado aislados resistentes a antibidticos que son de eleccién en el tratamiento
de la salmonelosis humana, como ya se ha alertado en algunos informes cientificos (Anénimo,
EFSA 2009). En este sentido, resultan especialmente interesantes y preocupantes los dos casos
de multirresistencia mediada por integrones complejos en el seno de los cuales se asociaban
los genes codificadores de CTX-M-9 y los que confieren resistencia a trimetoprim o
aminoglicdsidos. Uno de ellos correspondia a un aislado de S. Virchow, serotipo en el que en
Espafia la presencia del integrén complejo In60 es relativamente frecuente (Herrera-Ledn et
al 2010), pero el otro correspondia a un aislado de S. Grumpensis, en el que hasta el momento
no se habia descrito la produccién de B-lactamasas de espectro extendidos, y en el que
ademas del integrén complejo que incluia aadB-aadA2 en la regidn variable 1 se detectd
gnrA1 que se constransferia junto al integrén. En el extremo opuesto encontramos al serotipo
Hadar, uno de los mas prevalentes, en el cual a pesar de ser tipica la resistencia a amoxicilina,
estreptomicina y tetraciclina, no detectamos integrones. En efecto, la presencia de integrones
en este serotipo parece ser anecddtica, pues tampoco los detectan otros autores (Rodriguez et
al 2008) y, tras una exhaustiva revision, sélo hemos encontrado su descripcidn en dos aislados
de Hungria (N6grady et al 2005).

A la vista de nuestros resultados, en nuestro ambito geografico, los integrones de clase 1 estan
ampliamente distribuidos en serotipos de S. enterica distintos al Typhimurium y su diversidad

es considerable, puesto que identificamos 11 integrones diferentes en 15 serotipos distintos,
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incluidos los serotipos Kapemba, Mikawasima y [9,12:lv:i:-], en los que hasta donde sabemos
no se habian descrito previamente.

Coincidiendo con lo publicado previamente (Négrady et al 2005, Antunes et al 2006 (a),
Rodriguez 2008, Vo et al 2010, Khemtong y Chuanchuen 2008) los integrones con los arrays
de casetes dfrAl-aadAl, dfrA17-aadA>5, principalmente asociados con plasmidos IncK, IncN e
Incll, y dfrA12-orF-aadA2 fueron no sélo los mas frecuentes sino también los compartidos por
mas serotipos, lo que vendria a apoyar el papel de los integrones en la transmisidon horizontal
de resistencias. Sin embargo, en el 50% de los aislados los integrones no se pudieron transferir
por conjugacion (en concreto no se obtuvieron transconjugantes a partir de ninguno de los
aislados con los integrones de estructura dfrA12-orF-aadA2, ni en cuatro de los cinco con el
integrén dfrA17-aadA5 o en cuatro de los once con el integron dfrAl-aadA1). Estos hallazgos
son concordantes con los de otras series (Antunes at al 2006 (a), Vo et al 2010) y sugieren que
la diseminacién clonal también ha contribuido a la propagacidon de aislados portadores de
integrones, maxime en aquellos casos en que la recuperacién de multiples aislados de una
misma serovariedad que albergaban un mismo tipo de integrén se produjo en un breve lapso
de tiempo, aunque no tuviésemos constancia de que los aislados formaran parte de un brote.
Por otro lado, es interesante hacer algunas puntualizaciones respecto a la estructura de los
integrones identificados en nuestra serie: (a) los integrones blagxa.1-aadA1 y la combinacién de
integrones aadA2+blapsz.;, que eran los mas prevalentes y casi los exclusivos en S.
Typhimurium, no se detectaron en ningun aislado de otra serovariedad, aunque si el integrén
aadA2, localizado en un aislado de S. Derby y que podria corresponder a la variante C de SGI1
que ya se ha notificado en este serotipo (Vo et al 2006, Vo et al 2010); (b) dos de los once
integrones identificados en este trabajo no se habian descrito previamente en S. enterica; se
trata de los integrones aadA13-sat -hasta el momento sélo descrito en un aislado ambiental
de E. coli (Moura et al 2007)- que encontramos en un aislado de S. Grumpensis y del integrén
atipico estX-psp asociado a sul3 cuya primera descripcién ha tenido lugar muy recientemente
en dos aislados humanos de E. coli productores de CTX-M-14 (Curiao et al 2011) y que
nosotros detectamos en dos aislados de S. Rissen, aunque asociados a pldasmidos de los grupos
IncN o IncF y no a Incl1; (c) los integrones atipicos asociados a gacH-1S440-sul3 supusieron un
14,1% del total de integrones de nuestra serie y ademas de identificarse en S. Typhimurium
(como ya indicamos en el apartado de la discusion dedicado a este serotipo), aparecieron en S.
Rissen (5’CS-estX-psp-qacH-1S440-sul3) y en S.Enteritidis (5'CS-dfrAl12-orfF-aadA2-cmiAl-
aadAl1-qacH-15440-sul3), serotipo en el que nunca se habian comunicado. Estos integrones,
descritos por primera vez en Portugal en aislados de S. Typhimurium, S. Rissen, S. Haifa y

lllb:65:lv:enxz15 de diferentes origenes incluido el humano (Antunes et al 2007), parecen ser
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emergentes pues se han descrito posteriormente en aislados de E. coli de origen humano vy
animal (Sdenz et al 2010, Curiao et al 2011) y en aislados de S. Stanley y S. Kedougou
(Chuanchuen et al 2008) siempre ubicados en plasmidos conjugativos de gran tamafio; hasta el
momento se han caracterizado varias estructuras diferentes, pero los casetes génicos
insertados en su regién variable siempre son estX, psp vy los casetes de resistencia dfrAl12,
aadA2, aadAly cmlAl y es muy posible que su prevalencia real sea mas elevada de lo que se
sospecha ya que su presencia puede pasar desapercibida cuando para el cribado de integrones
de clase 1 se usan los iniciadores descritos por Levesque complementarios a secuencias de las
regiones 5’CSy 3’CS.

Todos estos hallazgos no hacen sino confirmar la relevancia de los integrones de clase 1,
plataformas genéticas que por su gran versatilidad y capacidad para capturar y transferir
material genético enddégeno contribuyen a promover la diversidad genética de las bacterias,
en la emergencia, diseminacién y coselecciéon de resistencias en un agente de zoonosis de
tanta transcendencia e como S. enterica. La resistencia a los antibidticos en Salmonella y
otras bacterias zoondticas constituye un importante problema de salud publica, una de cuyas
principales causas es el uso de antibiéticos en ganaderia y otras areas afines, por lo que para
controlarlo es imprescindible adoptar medidas encaminadas a racionalizar su uso en estos
ambitos, asi como concentrar esfuerzos en implantar estrategias dirigidas a minimizar la
transmisién de todos los patdgenos causantes de infecciones alimentarias, con especial
atencidén a las practicas higiénicas adecuadas en todas las fases del proceso (cria de animales
en las granjas, matadero, distribucién y preparacion de los alimentos) que se han mostrado

muy eficaces en S. Enteritidis.
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RESISTENCIA A AMOXICILINA/CLAVULANICO EN AISLADOS DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE DE UN CENTRO SOCIOSANITARIO:
EPIDEMIOLOGIA  MOLECULAR, MECANISMOS IMPLICADOS E
INTEGRONES DE CLASE 1

Klebsiella pneumonie es una enterobacteria que forma parte de la flora intestinal endégena y
gue se comporta como un patdgeno oportunista, implicado frecuentemente en brotes de
infeccidon nosocomial por su capacidad para sobrevivir en la piel y mucosas de los pacientes y
en el medio ambiente y superficies inanimadas. K. pneumoniae puede ocasionar una gran
variedad de cuadros infecciosos en pacientes debilitados, siendo las mads habituales la
infeccion del tracto urinario y la infeccidn respiratoria (Podschum y Ullmann 1998), cuyo
tratamiento a menudo entrafia dificultades por la facilidad de este microorganismo para
adquirir resistencia a antibidticos y en especial a las cefalosporinas de amplio espectro e
incluso a carbapenemes, mediadas por B-lactamasas de espectro extendido o carbapenemasas
de codificacion plasmidica, que suelen asociarse con resistencia a otras familias de antibidticos
(Abbott et al 2007). Sin embargo, K. pneumoniae, que es intrinsecamente resistente a aminoy
carboxipenicilinas por producir de forma natural una B-lactamasa cromosémica de tipo SHV-1
de la clase A, acostumbra a ser sensible a las combinaciones de B-lactamicos e inhibidores
suicidas de B-lactamasas como amoxicilina clavulanico y piperacilina/tazobactam (Livermore
1995). El principal mecanismo responsable de la resistencia de K. pneumoniae a amoxicilina
clavuldnico es la hiperproduccion de SHV-1 (Espinasse et al 1997), pero otros posibles
mecanismos involucrados son la adquisicion de B-lactamasas AmpC plasmidicas, la
hiperproduccion de TEM-1 o TEM-2 por la presencia de varias copias del gen o de promotores
de gran eficiencia, la hiperproduccién de B-lactamasas de espectro extendido derivadas de
TEM o SHV, la disminucidn de permeabilidad por deficiencia de porinas y, con mucha menor
frecuencia, la produccién de pencilinasas resistentes a inhibidores derivadas de TEM (IRT) o
mas raramente de SHV y de enzimas tipo OXA también pobremente inhibidos por clavulanico
(Cantdn et al 2008). Por este motivo, nos llamd la atencidn la elevada tasa de sensibilidad
disminuida a amoxicilina/clavuldnico entre los aislados de K. pneumoniae (la gran mayoria
sensibles a cefazolina y cefamicinas) recuperados desde 2003 de pacientes de un centro
sociosanitario que se detectd en un estudio retrospectivo de vigilancia de resistencias
antibidticas (ver datos sobre caracteristicas del centro y evolucidon de resistencias en K.
pneumoniae en anexos 1y 2) y que nos indujo a investigar los mecanismos de resistencia
implicados y a explorar las vias de diseminacidn.

En total se estudiaron 171 aislados, recuperados prospectivamente de diversas muestras

clinicas - principalmente de orina- entre enero de 2006 y diciembre de 2008, procedentes de
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otros tantos pacientes ingresados en el centro sociosanitario, de los que 51 (29,8%) fueron
resistentes o intermedios a amoxicilina/clavuldnico. Seis de estos aislados eran resistentes a
cefazolina, cuatro de ellos con un fenotipo sugestivo de la produccion una AmpC plasmidica y
dos de la produccidon de una B-lactamasas de espectro extendido, mientras que los 45
restantes (todos intermedios a amoxicilina/clavulanico) eran sensibles a cefazolina vy

cefamicinas.
AISLADOS SENSIBLES A CEFALOSPORINAS DE PRIMERA GENERACION Y CEFAMICINAS

Mediante amplificacién y secuenciacion se pudo comprobar que los 45 aislados de K.
pneumoniae sensibles a cefazolina y cefamicinas, que son los que dieron lugar al articulo 3,
producian, ademads de SHV-1, una penicilinasa resistente a inhibidores, que en 19 aislados

correspondié a IRT-11 o TEM-40y en 26 a OXA-1 (OXA-30).

Los aislados productores de IRT-11, que supusieron un 11,1% de los aislados obtenidos
durante el periodo de estudio y un 37,3% de los no sensibles a amoxicilina/clavulanico, eran
uniformemente sensibles a piperacilina/tazobactam, cefalosporinas, carbapenemes
gentamicina, tobramicina y amikacina y mostraban sensibilidad variable a fosfomicina, acido
nalidixico, ciprofloxacino, nitrofurantoina, cotrimoxazol, cloranfenicol, estreptomicina,
kanamicina y sulfamidas. Los 19 aislados se agrupaban en tres clones diferentes (E1, E2 y E3)
atendiendo a los patrones obtenidos mediante ERIC-PCR, de los cudles el patrén E1 era el
mayoritario (63%), mientras que los aislados asignados al patrén E3 (que fue, a su vez, el
mayoritario entre los aislados productores de OXA-1) se diferenciaban del resto por su
resistencia a ciprofloxacino, nitrofurantoina y cloranfenicol.

Estos resultados demuestran que la propagacion de aislados productores de IRT-11 se debia
tanto a una diseminacién clonal como a la emergencia independiente o a la transferencia
horizontal del determinante que lo codifica y, efectivamente, el gen blagri; pudo ser
transferido por conjugacién en todos los aislados. Aunque no existen estudios que hayan
investigado la prevalencia de los enzimas IRT o de los enzimas resistentes a inhibidores
derivados de SHV en K. pneumoniae, si que se han comunicado algunos casos en aislados
esporadicos (Lemozy et al 1995, Bermudes et al 1997, Dubois et al 2004, Dubois et al 2008). Sin
embargo, parece que estos enzimas, al contrario de lo que sucede con las B-lactamasas de
espectro extendido de tipo TEM o SHV, son todavia poco frecuentes y se detectan
mayoritariamente en aislados de E. coli de origen comunitario (Mird6 et al 2002, Pérez-Moreno
et al 2004, Martin et al 2010). La gran diversidad de enzimas diferentes y la ausencia de

relacidon clonal que suele observarse (Miré et al 2002, Martin et al 2010) sugieren que la
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emergencia independiente y la seleccidn de estos enzimas, fruto de la presion ejercida por el
uso de asociaciones de B-lactamicos e inhibidores de B-lactamasas, es una via de adquisicidon
mas probables que la diseminacion epidémica. Los enzimas IRT suelen estar codificados por
genes acarreados por plasmidos conjugativos, aunque en ocasiones pueden ser de localizacién
cromosdmica (Martin et al 2010), igual que ocurre con las B-lactamasas de espectro extendido
derivadas de TEM vy, sin embargo, parecen tener mucha menor tendencia que estas ultimas a
ser transmitidos o a seleccionarse, tal vez porque su produccidn constituye un mecanismo de
resistencia menos eficaz al proteger a la bacteria especificamente de la acciéon de los
inhibidores y no de otros B-lactamicos (Cantdn et al 2008). Nos parece interesante sefialar, no
obstante, que en el centro sociosanitario que nos ocupa, parece haber tenido lugar la
transferencia horizontal de blagr.1; entre K. pneumoniae y E. coli, puesto que en un trabajo
realizado por nuestro grupo con aislados de E. coli intermedios o resistentes a
amoxiclina/clavulanico, obtenidos entre 2007 y 2010 de pacientes de ese centro, se comprobd
gue un 15%, la mayoria no relacionados clonalmente, producian IRT-11 y que éste era
después de la produccion de OXA-1 el mecanismo de resistencia a amoxicilina/clavulanico mas
frecuente (Pérez-Moreno et al 2011).

Respecto al impacto de la presidon selectiva ejercida por el amplio uso de
amoxicilina/clavulanico, tanto en el medio hospitalario como en el comunitario, en la seleccion
de aislados productores de B-lactamasas IRT, dos trabajos realizados en Francia demuestran
que el tratamiento previo con esta combinacién es un factor de riesgo para contraer una
infeccidon producida por E. coli productor de IRT (Leflon-Guibout et al 2002 (a), (b). Aunque
nosotros no disponemos de informacidon sobre el tratamiento antibidtico recibido por los
pacientes a partir de los cuales se recuperaron los aislados productores de IRT-11, la
amoxicilina/clavulanico era el antibidtico mas prescrito en el centro sociosanitario en el que
estaban institucionalizados (ver datos sobre consumo de antibidticos en el centro en el anexo
3). De todos modos, hay un dato que resulta sorprendente y que sugiere que hay factores de
otra indole que pueden influir en las diferencias consignadas en la prevalencia geografica de
estas B-lactamasas, y éste es el que, a pesar de que el consumo de amoxicilina/clavulanico es
comparable, los aislados con enzimas IRT son mucho mas frecuentes en Europa que en Estados
Unidos (Kaye et al 2004, Drawz y Bonomo 2010), donde hasta el afio 2004 no se identificaron y
fue precisamente en tres aislados de K. pneumoniae productores de KPC-2 e IRT-2
relacionados clonalmente (Bradford et al 2004). Uno de estos factores, aunque no el Unico,
podrian ser problemas metodolégicos, ya que la aparicién de este mecanismo de resistencia
puede pasar desapercibido por el laboratorio si en el antibiograma no se incluye cefazolina (el

fenotipo caracteristico es el de un aislado con resistencia o sensibilidad disminuida a
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amoxicilina/clavulanico y sensibilidad a cefalosporinas) o si coexisten otros mecanismos de
resistencia que afecten a las cefalosporinas y, ademas, el fenotipo puede ser indistinguible
del conferido por la produccién de un enzima tipo OXA si no se incluyen cefepime y
cefuroxima a concentraciones suficientemente bajas; por otro lado, el uso de
amoxicilina/clavuldnico en una relacién 2:1, que es lo habitual en los paneles comerciales de
microdilucidn, en lugar de a una concentracion fija de 2mg/L puede disminuir la sensibilidad en
la deteccién de los enzimas IRT , lo que junto a la aplicacién de diferentes puntos de corte para
categorizar a los aislados puede dificultar la comparacién de la prevalencia obtenida en
distintos estudios (Cantén et al 2008, Drawz y Bonomo 2010).

De la aparente poca propensién de los aislados productores de enzimas IRT a producir brotes
epidémicos nosocomiales da fe el hecho de que por el momento, hasta donde nosotros
sabemos, sélo se ha comunicado otro brote hospitalario en el que estuviera implicado una B-
lactamasa IRT. El brote se produjo por la diseminacion de aislados de K. pneumoniae
productores de IRT-2 procedentes de la unidad de geriatria de un hospital francés (Girlich et al
2000). Conviene recordar que los aislados de nuestro trabajo también se obtuvieron de
pacientes de un centro sociosanitario, un tipo de instituciones sanitarias en las que, por las
caracteristicas de los pacientes, el uso empirico de antibiéticos de amplio espectro (y en
concreto de amoxicilina/clavulanico), a veces inapropiado, es muy comin y en el que la
adherencia estricta a las precauciones estandar para el control de la infeccidon puede resultar
complicada (Bonomo 2000, Vaqueiro et al 2002, Gudiol 2010, Nicolle 2000 (a)).

Unicamente uno de los aislados productores de IRT-11, que era resistente a cotrimoxazol y
estreptomicina, albergaba un integréon de clase 1 con el array dfrA12-orF-aadA2, y ninguno
poseia determinantes gnr, confirmandose que estos determinantes de resistencia plasmidica
a quinolonas son raros en aislados que no produzcan B-lactamasas de espectro extendido o
posean integrones (Strahilevitz et al 2009), en los que, por otro lado, nunca se han encontrado
genes que codifiquen B-lactamasas TEM (Partridge et al 2009). Los tres aislados resistentes a
ciprofloxacino presentaban una mutacion en gyrA (Ser83lle) y otra en parC (Asp80lle)

asociadas con resistencia a fluorquinolones en K. pneumoniae (Oteo et al 2009).

Los aislados productores de OXA-1 y sensibles a cefazolina y cefamicinas, que supusieron un
15,2% del total de aislados y un 51% de los no sensibles a amoxicilina/clavulanico, a diferencia
de los aislados productores de IRT-11, eran todos multirresistentes: la resistentica a
tobramicina, kanamicina y ciprofloxacino y la sensibilidad a ceftazidima, cefotaxima,
carbapenemes y gentamicina eran constantes y mostraban sensibilidad variable al resto de

antibidticos ensayados, destacando los porcentajes de resistencia a sulfamidas (76,9%),
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nitrofurantoina  (80,8%), cloranfenicol  (84,6%), acido nalidixico (92,3%) vy
piperacilina/tazobactam (92,3%) y la disminucién de sensibilidad a cefepime, con CMl entre 1y
hasta 4 mg/L, en un 61,5% de los aislados. OXA-1 es una B-lactamasa que pertenece al grupo
2d en la clasificacién funcional de Bush y al grupo D en la clasificacién de Ambler, cuya
inhibicidn por clavulanico y tazobactam es menos efectiva que en las B-lactamasas de los
grupos 2b y 2be y que presentan una cierta accién hidrolitica sobre cefepime y cefuroxima
pero no sobre el resto de cefalosporinas, lo que la distingue de las B-lactamasas IRT (Bush et al
2005). En un trabajo reciente se presentaban varios aislados de E. coli con disminucion de
sensibilidad a cefepime o incluso resistencia franca (CMI 8 mg/L), en los que la Unica B-
lactamasas detectable era OXA-1 y en los que ademds no se objetivd déficit de porinas ni
sobreexpresion de bombas de eflujo (Koh et al 2008). La produccidon de OXA-1 parece ser un
mecanismo emergente de resistencia a acido clavulanico en E. coli en Espafia segun un trabajo
realizado con aislados de siete hospitales pertenecientes a la Red REIPI en la que la
produccién de este enzima resultd ser el mecanismo mas prevalente (Ortega et al 2011). Los
enzimas OXA se ha descrito asociado a B-lactamasas CTX-M, en particular a CTX-M-2 en
Sudamérica (Arduino et al 2002) y especialmente a CTX-M-15 en un clon epidémico de E. coli
del serogrupo 025 y grupo filogenético B2 de distribucién intercontinental en el que los genes
que codifican estos dos enzimas y TEM-1 estdn localizados en un mismo plasmido (Boyd et al
2004, Oteo et al 2006, Nicolas-Chanoine et al 2008). La asociacién de OXA-1 con CTX-M-15 se
ha descrito también en aislados de K. pneumoniae productores de CTX-M-15 pertenecientes a
distintos grupos clonales, que probablemente lo han adquirido a partir del clon pandémico de
E. coli 025 puesto que eran portadores de plasmidos homdlogos al descrito en dicho clon
(Machado et al 2006, Oteo et al 2009).

Ninguno de los aislados a los que estamos haciendo referencia producia una B-lactamasa de
espectro extendido ni TEM-1; sin embargo, todos ellos eran resistentes a ciprofloxacino,
tobramicina y kanamicina vy sensibles a gentamicina y comprobamos que este fenotipo de
resistencia era conferido por el gen aac(6’)-lb-cr. Este gen, que también se encuentra
sistematicamente en los aislados productores de CTX-M-15, codifica una variante de la
acetilasa AAC (6’)-1b, descrita en 2006, capaz de acetilar no sélo tobramicina, kanamicina y
amikacina sino también quinolonas con un anillo piperacilinico como ciprofloxacino.

El rastreo de la presencia de integrones y determinantes gnr puso de manifiesto que 23 de los

26 aislados eran positivos para gnrS2 y poseian un integrén de clase 1 con el array de casetes
génicos [aac(6’)-Ib-cr, blagxa.,, catB3, arr-3]; en 20 aislados, recuperados en su mayoria en
2006 y que se adscribieron a dos patrones genotipicos estrechamente relacionados al diferir

soélo en una banda (E3, que también se detectd en aislados productores de IRT-11, y E3a), el
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integrén poseia un extremo 3’CS caracteristico con gacAE y sull, mientras que en tres aislados
sensibles a sulfamidas, que se recuperaron en el afio 2008 y que compartian un mismo patrén
genotipico (E4), el integrén era defectivo y no poseia ninguno de estos dos genes ni tampoco
sul3. Por ultimo, en tres aislados también sensibles a sulfamidas y recuperados en el 2008,
cuyo patrén genotipico (E5) era diferente al de los anteriores aislados, se detectd la presencia
del array aac(6’)-Ib-cr, blagxa1, pero no la de integrones ni determinantes gnr. Los genes
blagxa1 ¥ aac(6’)-Ib-cr se cotransfirieron por conjugacién en todos los aislados y los
transconjugantes obtenidos a partir de los aislados portadores de integrones también fueron
positivos para gnrS2 y transportaban integrones idénticos a los de las cepas donantes, lo que
indicaba que, con toda probabilidad, ambos estaban vehiculados por un mismo pldasmido. El
integron de region variable [aac(6’)-Ib-cr, blaoyas , catB3, arr-3] habia sido identificada
previamente en varios aislados clinicos de origen humano de distintas especies de
enterobacterias y diferente procedencia geografica, pero dentro de integrones complejos
asociados a ISCR1 y determinantes gnrA o gnrB vy, a menudo, a cefamicinasas plasmidicas
(Wang et al 2003, Verdet et al 2006, Quiroga et al 2007), mientras que en nuestra serie
ninguno de los aislados fue positivo para orf513 (elemento relacionado con ISCR1). Este
mismo integron también se detectd en un aislado clinico de K. pneumoniae en Taiwan (Chang
et al 2009) y en otro de E. coli en Singapur (Koh et al 2008) pero en ninguno de los dos casos se
investigd la presencia de gnr ni se especificaba el fenotipo de resistencia a B-lactamicos. Por el
contrario, recientemente se ha descrito en un aislado ambiental de Aeromonas
allosaccharophila de un lago suizo, que también contenia gnrS2, un integrén de idéntica
composicion a la de los de nuestros aislados de K. pneumoniae que estaba localizado en un
plasmido de tipo IncU. Curiosamente, Cattoir y colaboradores también descubren el
determinante gnrS2 ubicado en un pldasmido IncU en otros dos aislados acuaticos de
Aeromonas (A. punctata y A. media) recuperados en el rio Sena (Cattoir et al 2008) y hay
constancia de un aislado clinico de A. veronii de un hospital de Valencia positivo para este gen
(Sanchez-Céspedes et al 2008). Los determinantes gnrA y gnrS tienen su origen en bacterias
acudticas, Shewanella algae y Vibrio splendidus (Strahilevitz et al 2009), por lo que es plausible
que Aeromonas los haya adquirido a partir de estos microorganismos y que desempene un
papel significativo como vehiculo de transmision horizontal de éstos y otros determinantes de
resistencia, teniendo en cuenta la frecuencia con la que albergan integrones de clase 1, a
especies de enterobacterias de mayor relevancia clinica. Por otra parte, las quinolonas son
antibacterianos muy usados en acuicultura y, a diferencia de los B-lactamicos, son muy
estables en el agua lo que facilita que ejerzan una presidn selectiva que favorezca la seleccion

de especies resistentes a quinolonas o incluso que induzcan la movilidad de gnrS2, todo lo cual
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subraya la importancia del medio acudtico en la transferencia de elementos genéticos de
resistencia (Cattoir et al 2008, Baquero et al 2008).

Los determinantes gnr tienen distribucién mundial, con una considerable prevalencia en Asia
(Nordmann y Poirel 2005), y en K. pneumoniae y en otras enterobacterias parecen estar
asociados con la produccion de B-lactamasas de espectro extendido (Nordmann y Poirel 2005,
Wang et al 2008); de hecho, muchos estudios sobre su prevalencia se centran en los aislados
productoras de estos enzimas (Poirel et al 2006, Lavilla et al 2008), aunque hay otros que no
confirman esta asociacién y que mas bien concluyen que se trata de una asociacién espuria
fruto de la relacion entre la resistencia a fluorquinolones por cualquier mecanismo y las B-
lactamasas de espectro extendido (Strahilevitz et al 2007). La prevalencia de los distintos
genes gnr varia entre diferentes trabajos (Poirel et al 2006, Lavilla et al 2008, Wang et al 2008).
gnrS, en oposicion a muchas de las variantes de gnrA y gnrB, no esta vinculado a ISCR ni a
integrones complejos y es frecuente en aislados de Salmonella que no producen AmpC
plasmidicas ni B-lactamasas de espectro extendido (Strahilevitz et al 2009).

Como ya hemos comentado, la presencia aislada de determinantes gnr sélo confiere una
disminucién de sensibilidad a fluoroquinolonas, con CMI que en la mayoria de aislados no
superan los puntos de corte de sensibilidad segun los criterios del CLSI, y, asi, en todos los
aislados positivos para gnrS2 con CMI a ciprofloxacino >4 mg/L se evidencié simultdneamente
como minimo una mutacidn en gyrA (Ser83lle) y otra en parC (Asp80lle); sin embargo, las CMI
de ciprofloxacino en los tres aislados positivos para gnrS2 en que no se detectaron mutaciones
en la QRDR vy en sus correspondientes transconjugantes fueron relativamente elevadas (entre
2y 4 mg/L), probablemente por la coexistencia de aac(6’)-Ib-cr.

Respecto a los tres aislados que poseian un integrén defectivo en la region 3'CS, se trata de un
fendmeno también comun en bacterias ambientales acuaticas, en las que es menos probable
la exposicion a antibidticos sintéticos como las sulfamidas y a biocidas, y que, en consecuencia,
no han necesitado incorporar genes sul 0 gac a los integrones (Rosser et al 1999).

Aunque el analisis genotipico revelaba que la diseminacién de K. pneumoniae productora de
OXA-1 en el centro que nos ocupa era de tipo clonal, la posterior identificaciéon en pacientes de
esa institucidn de tres aislados de E. coli, genéticamente indistinguibles, positivos para gnrS2 y
con un integréon defectivo de las mismas caracteristicas que el de los aislados de K.
pneumoniae (Pérez-Moreno et al 2010), es preocupante e ilustrativo de la eficacia de los
integrones como vectores genéticos de transferencia horizontal de resistencias entre bacterias

Gramnegativas de transcendencia clinica.
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En sintesis, los resultados del trabajo demuestran que la elevada prevalencia de sensibilidad
reducida a amoxicilina/clavulanico entre aislados de K. pneumoniae de pacientes de un centro
sanitario durante el periodo de estudio era fundamentalmente debida a la diseminacién de
dos clones, uno compuesto por aislados productores de IRT-11 (E1) y otro que comprendia
aislados que o bien habia adquirido el gen blagya.1 insertado en un integrén de clase 1 asociado
a gnrS2 o el gen blagr.1, (E3). A nuestro juicio, lo mas sorprendente de los resultados es la
emergencia y propagacion simultdnea en una misma institucion de dos mecanismos de
resistencia diferentes, poco habituales en K. pneumoniae al menos de forma aislada, que
confieren resistencia especifica a combinaciones de B-lactdmicos e inhibidores de PB-
lactamasas. Es presumible que el elevado consumo de amoxicilina/clavulanico en el centro
favoreciera la seleccion de aislados productores de IRT-11 y OXA-1 y que, en el ultimo caso,
también contribuyese el amplio uso de fluoroquinolonas, la segunda familia de antibidticos
mas prescrita (ver datos sobre consumo de antibiéticos en el centro en el anexo 3), al coexistir
en estos aislados dos mecanismos de resistencia plasmidica a quinolonas y mutaciones en
gyrAy parC. En dltima instancia, deficiencias en las medidas estandar de control de la infeccidn
habrian conducido a su diseminacion entre pacientes y al brote epidémico, que aun siendo
menos alarmante que un brote por enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido, por ejemplo, dificultaba el tratamiento empirico adecuado de algunas de las
infecciones mas comunes en pacientes de edad avanzada como las infecciones del tracto
urinario o respiratorio (Bonomo 2000, Nicolle 2000 (b), Vaqueiro et al 2002). Todo ello pone de
manifiesto la conveniencia de observar las medidas encaminadas a minimizar la infeccién
nosocomial y promover politicas de antibidticos mas racionales (Doshi et al 2009), lo que
segln algunos autores conllevaria una mayor diversificacion en los antibidticos usados en un
mismo hospital y una restricciéon en el uso de los mas proclives a promover la seleccién de

resistencias como fluoroquinolonas (Livermore 2005).

AISLADOS PRODUCTORES DE AmpC PLASMIDICA

Como ya hemos comentado, seis de los aislados de K. pneumoniae resistentes a amoxiclina/
clavulanico recuperados entre 2006 y 2008 de pacientes del centro sociosanitario eran
también resistentes a cefazolina: dos de ellos producian una B-lactamasas de espectro
extendido, que se comprobd que era CTX-M-15, y portaban el array aac (6°)-1b-cr — blagya
pero no integrones de clase 1 (datos no mostrados), mientras que los otro cuatro presentaban
un fenotipo compatible con la produccién de una B-lactamasa AmpC plasmidica. Uno de estos

aislados sélo era resistente a antibidticos B-lactamicos y los otros tres, recuperados de otras
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tantas pacientes entre agosto y octubre de 2008, nos resultaron interesantes porque
presentaban adicionalmente resistencia a tobramicina y ciprofloxacino, pero no a acido
nalidixico, lo que sugeria la implicacién de uno o mds mecanismos de resistencia plasmidica a
qguinolonas, por lo que decimos estudiarlos en mayor profundidad.

El aislado recuperado en agosto de 2008, que podria ser el caso indice, procedia de una
muestra de orina de una paciente, que habia coincidido en la misma unidad con otra de las dos
pacientes implicadas, y que se obtuvo al dia siguiente de su traslado desde un hospital de
tercer nivel. Desgraciadamente este aislado no se pudo estudiar a nivel molecular al no
poderse rescatar del stock crioconservado.

Se demostrd que los otros dos aislados (C1911 and C2812), que se recuperaron durante la
misma semana de octubre de 2008 a partir de una orina y un hemocultivo, eran positivos para
blapua-1, blasyy.1, gnrS2 y gnrB4 y que albergaban un integrén de clase 1 con la misma region
variable [aac (6°)-1b-cr; blaoya1, catB3; arr3] que el integréon detectado en los aislados
productores de OXA-1 sensibles a cefazolina y cefoxitina. Ambos aislados compartian un
mismo patrén por electroforesis en campo pulsado y ERIC-PCR (patron que era diferente al de
los aislados sensibles a cefazolina portadores de OXA-1) y fueron adscritos a un mismo grupo
filogenético y secuencia tipo.

DHA-1 es una B-lactamasa AmpC plasmidica inducible no inhibida por acido clavulanico,
originaria de Morganella morganii, que confiere resistencia a amino, carboxi vy
ureidopenicilinas, cefamicinas y oximinocefalosporinas a excepcién de cefepime. Los enzimas
DHA, de los que se conocen dos variantes (DHA-1 y DHA-2), son menos prevalente que CMY-2,
pero ya se han detectado en los cinco continentes. La primera descripcion de DHA-1 se hizo en
un aislado de S. enterica de Arabia Saudi (Jacoby 2009). Por otro lado, esta B-lactamasa tiene
una fuerte asociacién con ISCR1, elemento que practicamente siempre se encuentra en
integrones complejos de clase 1 adyacente a la primeria copia de 3’CS (Toleman et al 2006 (a)).
La primera notificacidon de la ubicacion de blapua1 €n un integrén complejo data del afio 2000 y
corresponde a pSAL-1, un plasmido obtenido de un aislado de S. Enteritidis (Verdet et al
2000). Asimismo, el alelo gnrB4 de distribucién mundial esta estrechamente relacionado con
blapya.1, (Seo et al 2010, Diestra et al 2011) y , también en el contexto de integrones complejos,
con ocho genes o pseudogenes no implicados en la resistencia a antibidticos: sapA , sapB ,
sapC (componentes del operdn sap codificante de un sistema de transporte de proteinas
presente en muchas enterobacterias), pspA, pspB, pspC, pspD (componentes del operdn psp
codificante de un sistema de proteinas de respuesta al estrés identificado en E. coli, S.

Typhimurium y Yersinia) y pspF (activador del operdn psp) (Strahilevitz et al 2009).
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Ensayos de PCR solapante y secuenciacién evidenciaron que, efectivamente, blapya.1 Y gnrB4
estaban ligados al citado integrén formando un integron complejo de estructura inédita (No
acceso Genbank GU906294) que por la secuencia de su region variable 1 podria adscribirse a
In37 (Quiroga et al 2007), pero que no estaba asociado a ISCR1 como es caracteristico de los
integrones complejos (Toleman et al 2006 (a)). En la figura 24 se esquematiza la estructura de
este integrén y de otros integrones complejos asociados a determinantes gnr que poseen In37
en su primera regidn variable y con los que lo comparamos, en concreto un aislado de E. coli
de Shanghai portador de gnrAl (GenBank AY259086) (Wang et al 2003), otro de K.
pneumoniae procedente de Argentina portador de gnrB10 (Quiroga et al 2007) y, por ultimo,
un aislado de K. pneumoniae de la regidn parisiense (RBDHA GenBank AJ971343) portador de
gnrB4 que era al que mas asemejaba (Verdet et al 2006).

La principal diferencia entre nuestro integrén y el integrén de la cepa RBDHA era que la
insercidn de 1S26 habia delecionado sull y gran parte de gacAE de la primera copia de 3’CS, asi
como ISCR1 y los genes sapA, sapB y sapC, situados downstream de gnrB4. El resto de la
estructura estaba conservada con gnrB4 y pspF, pspA, pspBy pspA downstream de blapya.1y
ampR y una segunda copia de 3’CS upstream de blapua.1-

Las dos principales caracteristicas de los integrones de clase 1 complejos son (a)
aproximadamente la mitad de su estructura corresponde a la de un integrén de clase 1
convencional con los correspondientes extremos 5°CS y 3’CS y entre ambos una regién variable
con casetes génicos que habitualmente son casetes de resistencia, seguida de una copia de
ISCR1 y una segunda region variable en la que se ubican diferentes genes de resistencia que no
estan en forma de casetes, entre los que figuran blapya.1, diversas variantes de blacwy, blacry,
gnrA, gnrB, catA o dfrA; (b) inmediatamente después de esta regidén variable viene una
segunda copia de 3’CS (Bennett 2008). El descubrimiento de estas nuevas estructuras indica
que los integrones no sélo han evolucionado, como se esperaba, a través de la adquisicién y
escision de casetes de resistencia, sino que estan reclutando genes de resistencia que no se
presentan en forma de casetes y experimentando duplicaciones de fragmentos de los
integrones, como consecuencia de la actividad de ISCRI1. Se supone que ISCRI (antes
denominado orf513) se asocio con la regién 3’CS de los integrones y los genes de resistencia
por una serie de eventos de transposicion y recombinacion homodloga. Se ha propuesto que
los elementos ISCR movilizan a los genes de resistencia transponiéndose préximos a ellos y
que después los comoviliza por una segunda transposicién, lo que significaria que estos
elementos son unas herramientas genéticas extremadamente potentes que pueden movilizar
cualquier gen de cualquier localizacidn sin necesidad de su duplicacién como les ocurre a la

mayoria de IS (Toleman et al 2006 (a), (bj). Las numerosas variantes de In37 con distintas
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regiones variables 2 descritas en aislados nosocomiales de diferentes enterobacterias y
procedencias geograficas (Wang et al 2003, Verdet et al 2006, Quiroga et al 2007) o la
heterogeneidad de las regiones variables del extremo 5’ de los integrones complejos asociados
a blapua1 (Verdet et al 2000, Verdet et al 2006) apoyarian esta hipdtesis y nos situaria ante un
escenario en el que es previsible una enorme diversidad en el arsenal de determinantes de
resistencia que pueden ser albergados por los integrones. La reciente identificacién de In37 en
la regién variable 2 de un integrén complejo no asociado a determinantes gnr en un aislado de
K. pneumoniae medioambiental de un hospital portugués corrobora esta teoria (Santos et el
2011).

Aunque ya hemos comentado que una de las particularidades de los integrones complejos es
el elemento ISCR1, hay algunos ejemplos de plasmidos que vehiculan blapya1 en los que se
encuentra una copia de gacAE y sull a continuacion de blapyar Y ampR pero en los que esta
ausente no sélo ISCR1 sino toda (pT948) o gran parte (pTN60013) de la secuencia que abarca
desde Int/1 hasta blapua1 Yy en los que downstream de blapua, aparece 1S26 (Wei et al 2005,
Verdet et al 2006). Se ha especulado que estos plasmidos se habrian originado a partir de
integrones complejos de clase 1 con la estructura clasica por la insercién de 1S26 (Verdet et al
2006), que es lo que aparentemente habria sucedido en el caso del integron complejo objeto
del presente estudio, aunque aqui la delecién no haya afectado al determinante gnr ni a la
primera region variable. La estructura de este integréon representaria un estado intermedio
entre pPRBDHA y pTN60013.

La asociacidn, en el seno de integrones complejos, de ISCRI con varias B-lactamasas de
espectro extendido (Arduino et al 2002, Sabaté y Prats 2002, Chowdhury et al 2011), AmpC
plasmidicas, gnrA y gnrB (Toleman et al 2006 (a),(b)) supone una seria amenaza porque facilita
la seleccién y propagaciéon de estos determinantes de resistencia y, ademas, dificulta el
tratamiento de las infecciones producidas por enterobacterias, en las que las cefalosporinas de
amplio espectro y las fluoroquinolonas son agentes terapéuticos de eleccién.

En este trabajo hemos presentado un caso de diseminacion intrahospitalaria de una cepa de K.
pneumoniae con multirresistencia (resistencia a todos los B-lactamicos excepto carbapenemes,
a tobramicina y a ciprofloxacino) asociada a un integron complejo de nueva estructura en el
que el caso indice, aunque no se pudo comprobar, posiblemente fue una paciente trasladada
desde un hospital de tercer nivel. Las otras dos pacientes habian recibido tratamiento con
amoxicilina/clavulanico y cefuroxima o ceftazidima, antibidticos cuyo uso se ha reconocido
como un factor de riesgo independiente para sufrir una infeccién por enterobacterias
productoras de AmpC plasmidicas (Yan et al 2000, Yan et al 2004). Este caso ilustraria las

intrincadas rutas que propician la transmisiéon de genes de resistencia entre bacterias y de
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bacterias resistentes entre individuos y la repercusién que en ello tienen los cambios sociales
y médicos, entre los que estdn una mayor supervivencia e instrumentalizacién de los
pacientes, el empleo generalizado de antibidticos de amplio espectro y una mayor frecuencia

de traslados entre instituciones sanitarias.
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Figura 24: representacién esquematica de diversas variantes del integron complejo In37 asociadas a
determinantes gnr. (A) K. pneumoniae (Quiroga et al 2007); (B) E. coli (Wang et al 2003); (C) K. pneumoniae
(Verdet et al 2006); (D) K. pneumoniae presente trabajo (parcialmente adaptado de Strahilevitz et al

2009).
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En nuestro ambito geografico (region sanitaria Terres de I'Ebre) Salmonella
Typhimurium se ha convertido en el serotipo de S. enterica mas prevalente y ha

desplazado de esta posicidon al serotipo Enteritidis.

La multirresistencia antibidtica es muy frecuente en el serotipo Typhimurium y en
algunos otros serotipos menos habituales pero que figuran entre los mas prevalentes

en nuestro pais, como S. Hadar, S. Rissen y S. Bredeney, aunque no en S. Enteritidis.

Los porcentajes de resistencia a los diferentes antibidticos en S. enterica son variables
dependiendo del serotipo. Los antibidticos que presentaron las tasas mds altas de
resistencia fueron antibidticos de uso muy extendido en ganaderia o avicultura:
tetraciclina, estreptomicina, amoxicilina, cloranfenicol y sulfamidas en S. Typhimurium
y acido nalidixico, amoxicilina, tetraciclina, estreptomicina, sulfamidas y cotrimoxazol

en el resto de serotipos.

Las B-lactamasas detectadas con mas frecuencia en el serotipo Typhimurium fueron
OXA-1 y PSE-1, siempre vehiculadas por integrones de clase 1. Estos enzimas no se
identificaron en ningun aislado del resto de serotipos, en los cuales TEM-1 fue la Unica

B-lactamasa de amplio espectro identificada.

La resistencia a cefalosporinas de amplio espectro fue excepcional y sélo se constatd
en cinco aislados, cuatro productores de B-lactamasas de espectro extendido (entre
ellos dos aislados de los serotipos Grumpensis y Kapemba en los que la produccion de
este tipo de enzimas no estaba descrita) y un aislado de S. Newport productor de

DHA-1.

La resistencia a acido nalidixico, practicamente siempre acompafiada de sensibilidad
disminuida a ciprofloxacino, fue muy elevada en los serotipos de origen aviar (S.
Enteritidis, S. Virchow y S. Hadar), probablemente relacionada con el amplio uso de
este compuesto en las granjas avicolas, pero anecdética en S. Typhimurium. La
resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas sélo se observé en los tres aislados de S.
Kentucky, todos ellos recuperados de pacientes con historia reciente de viaje al Norte

de Africa.
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La resistencia a fluoroquinolonas mediada por proteinas Qnr aparentemente esta poco
extendida en Salmonella y suele asociarse con resistencia a cefalosporinas de espectro
extendido; en nuestra serie sélo detectamos estos determinantes en dos aislados
sensibles a acido nalidixico y con sensibilidad reducida a ciprofloxacino (QnrAl en S.

Virchow productor de CTX-M-9 y QnrB4 en S. Newport productor de DHA-1).

El uso de antibidticos en animales destinados al consumo humano es probablemente
el factor mas determinante en la emergencia y seleccion de aislados de S. enterica
resistentes a los antimicrobianos, pero la adquisicién de resistencia in vivo en el curso
del tratamiento, por transferencia horizontal de vectores de resistencia a partir de la
flora comensal intestinal, también es un fendmeno documentado y que nosotros
pudimos observar en un aislado de S. Typhimurium que desarrolld resistencia a
cefalosporinas y amoxicilina/clavulanico por adquisicion de blacwy., tras la

administracion al paciente de amoxicilina/clavulanico.

La presencia de integrones de clase 1 se asocié significativamente con la
multirresistencia antibidtica y con la resistencia a antibiéticos codificados por casetes
génicos insertados en su regién variable, generalmente antibidticos “antiguos” usados
en veterinaria, pero también a otros como amoxiclina, cefotaxima, ceftazidima vy
tetraciclina que se cotransferian sistemdaticamente por conjugacidon junto a los

integrones.

Los integrones de clase 1 estan muy extendidos entre aislados multirresistentes de S.
enterica de nuestra region sanitaria, en particular en S. Typhimurium. Se detectaron

trece tipos diferentes de integrones en diecisiete serotipos distintos de Salmonella.

La presencia de integrones fue muy frecuente en S. Typhimurium, serotipo en el que,
sin embargo, el espectro de estos elementos genéticos fue muy limitado,
restringiéndose casi exclusivamente a los integrones blapys.1-aadAl y aadA2 y blapse.,,
estos Ultimos practicamente siempre asociados. Ninguno de estos perfiles de

integrones se identificd en otros serotipos de S. enterica.

Los aislados portadores del integron de region variable blagys.i-aadAl, endémicos en

Espafia y Portugal, fueron los mas prevalentes en S. Typhimurium de nuestro dmbito
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geografico, presentando una frecuencia superior a la registrada en el resto del estado
espafiol y habiendo desbancado a los que presentan el genotipo de resistencia
caracteristico de SGI1 (floR, tetG y perfil de integrones aadA2 + blaps.,), de los que

fenotipicamente sélo se diferenciaban por ser resistentes a nitrofurantoina.

La mayor parte de aislados de S. Typhimurium que albergaban cualquiera de estos dos
perfiles de integrones compartian un mismo patrén genotipico, independientemente
del fagotipo, perfil de integrones o afio de aislamiento, lo que sugeria que la
multirresistencia vinculada a integrones en este serovar era fundamentalmente debida

a la diseminacién de un Unico clon muy bien adaptado ecolégicamente.

Los integrones con los arrays de casetes dfrAl-aadAl y dfrA17-aadA5, principalmente
asociados a plasmidos IncK, IncN e Incll, y dfrAl12-orF-aadA2 fueron los mas
frecuentes en S. enterica de serovariedades distintas a Typhimurium y también los

gue estaban presentes en un mayor nimero de serotipos diferentes.

Resulta especialmente preocupante la asociacidn de genes que codifican resistencia a
los antibidticos de eleccion en el tratamiento de la salmonelosis invasiva
(cefalosporinas de amplio espectro [blacrxms] y fluoroquinolonas [gnrAl]) con
determinantes de resistencia a otros antibiéticos usados en animales (aminoglicdsidos
[aadB,aadA2] y trimetoprim [dfrA12]) en el seno de integrones complejos que
observamos no sélo en un aislado de S. Virchow, en el que este hecho es habitual, sino

también en otro de S. Grumpensis.

Los integrones de clase 1 atipicos asociados a qacH-1S440-sul3 son un tipo de
integrones emergentes. En nuestra serie los detectamos en varios aislados de los
serotipos Typhimurium, [4,5,12:i:-], Rissen y Enteritidis (serotipo en el que hasta el
momento no se habian notificado), y en todos los casos se transfirieron por

conjugacion.

La descripcion por primera vez de integrones en los serotipos Kapemba, Mikawasimay
9,12:lv:i:- y de dos integrones de estructura inusual (aadA13-sat y estX-psp) en S.

enterica pone de manifiesto que los integrones no sélo son plataformas genéticas muy
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eficientes en la adquisicidon y transmisiéon de determinantes de resistencia, sino que

ademas contribuyen a promover la diversidad genética de las bacterias.

La emergencia y diseminacidn simultanea de aislados productores de dos penicilinasas
resistentes a inhibidores, IRT-11 y OXA-1, fueron las responsables de la elevada
prevalencia de aislados de K. pneumoniae con sensibilidad disminuida a
amoxicilina/clavulanico y sensibles a cefazolina en un centro sociosanitario de la

region sanitaria.

La propagacidon de los aislados productores de IRT-11 fue consecuencia de la
diseminacién de tres clones diferentes, lo que sugiere que, ademas de transmisién
cruzada entre pacientes, también tuvo lugar la transferencia horizontal de blagr.11,

que en todos los casos se pudo transferir por conjugacion.

El gen blagya.1 Se encontro invariablemente formando un array con aac(6’)-lb-cr que
en la inmensa mayoria de los aislados estaba localizado junto con los casetes génicos
catB3 y arr3 en la regidon variable de un integron de clase 1 transferible por
conjugacion y asociado a gnrS2, pero no a ISCR1 (elemento tipico de los integrones
complejos); en tres de los aislados el integréon carecia de qacAE y de sul 1 o sul3. Un
integrén de idénticas caracteristicas, también asociado a qgnrS2, se describid

recientemente en un aislado acuatico de Aeromonas allosaccharophila.

Los aislados productores de OXA-1 se agrupaban en tres clones diferentes segun
poseyesen integrones de clase 1 convencionales, defectivos o no presentaran
integrones. El patréon ERIC-PCR de los aislados que alojaban integrones de clase 1 con

la regién 3’CS conservada coincidia con el de uno de los clones productores de IRT-11.

El elevado consumo de amoxicilina/clavulanico en el centro habria facilitado la
emergencia de aislados de K. pneumoniae productores de IRT-11 y OXA-1 (poco
frecuentes de forma aislada en esta especie) que posteriormente se diseminaron por
presumibles deficiencias en las medidas de control de la infeccidn. Es probable que el
amplio uso de fluoroquinolonas contribuyese asimismo a la seleccion de los aislados
productores de OXA-1 en los que coexistian dos mecanismos de resistencia plasmidica

a quinolonas y mutaciones en gyrAy parcC.
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El integron de region variable [aac(6’)-Ib-cr; blapy,.1; catB3: arr3] también se detecto
en dos aislados de K. pneumoniae con fenotipo sugestivo de produccién de una AmpC
plasmidica y de la presencia de determinantes plasmidicos de resistencia a quinolonas,
recuperados en el curso de la misma semana de dos pacientes del centro
sociosanitario que habian recibido tratamiento con amoxicilina/clavulanico vy

cefuroxima o ceftazidima.

En ambos aislados, que eran indistinguibles genéticamente y positivos para gnrS2, el
mencionado integron estaba vinculado a blapya.s Y gnrB4 en un integrén complejo de
nueva estructura. El integréon era muy semejante a In37 y al descrito en un aislado de
K. pneumoniae en Francia, del que se diferenciaba por haber sufrido la delecién, como
consecuencia de la insercidén de 1S26, de gran parte de las primera copia de 3'CS, del

elemento ISCR1 y del operdn sap situado downstream de gnrBA4.

Los integrones desempefian un papel decisivo en la emergencia, diseminacién vy
coseleccion de resistencias por su gran versatilidad, bajo coste bioldgico, capacidad de
movilizacién y de dar respuesta a la presidn selectiva del uso de antibidticos en
diferentes ecosistemas, como demuestran nuestros hallazgos en aislados humanos de
una bacteria zoondtica como Salmonella y de K. pneumoniae de adquisicion

nosocomial.

Los integrones complejos representan un paso mas en la evolucién y diversificacion de
los vectores de transmisién horizontal de resistencia al conseguir ensamblar en una
misma estructura, gracias a sucesivos eventos de recombinacién y transposicién con
el concurso de ISCR1, a genes que confieren resistencia a antibiéticos modernos, como
las cefalosporinas de amplio espectro o quinolonas, con los casetes de resistencia

vehiculados por los integrones cldsicos.
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[ANEXOS]

ANEXO 1:

CARACTERISTICAS DEL CENTRO SOCIOSANITARIO DEL QUE PROCEDIAN LOS
PACIENTES DE LOS CUALES SE RECUPERARON LOS AISLADOS DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE OBIJETO DE ESTUDIO

El Hospital de la Santa Creu de Tortosa es un centro sanitario con mas de 900 afios de
trayectoria. Su historia se remonta al siglo Xll y esta estrechamente relacionada con la de la

ciudad de Tortosa.

En la actualidad el Hospital de la Santa Creu de Tortosa es uno de los centros sociosanitarios
mas grandes de Catalufia, con 355 camas. Consta de 60 camas de convalecencia y
rehabilitacion, 10 de cuidados paliativos, 165 de larga estancia, 15 de psicogeriatria y 105

camas residenciales

Ademas de estas unidades de hospitalizacion, existen tres equipos PADES (Programa d'atencié
domiciliaria-equips de suport) para atender las demandas domiciliarias de pacientes
geriatricos y paliativos oncoldgicos de las comarcas del Baix-Ebre, Montsia y Terra Alta y una
UFISS (Unitat funcional interdisciplinaria sociosanitaria) que realiza las interconsultas en el
Hospital de agudos de Tortosa Verge de la Cinta. El drea ambulatoria dispone de consultas
externas de valoracidn geriatrica integral, un hospital de dia geriatrico, un hospital de dia de
enfermedades neurodegenerativas y un centro de dia, cada uno de ellos con una capacidad de

20 plazas por dia.

El area de influencia del hospital es la region sanitaria de les Terres de I'Ebre que abarca las
comarcas del Baix Ebre, Montsia y Terra Alta, con una poblacién de 155.670 habitantes en
2006. El Hospital de la Santa Creu es el centro sociosanitario de referencia para la misma,

aunque también se puede acceder desde cualquier otra area sanitaria de Cataluia.

El Hospital de la Santa Creu de Tortosa estd acreditado como Unidad Docente para el

postgrado de Médicos Internos Residentes en la Especialidad de Geriatria desde el afio 1999.
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[ANEXOS]

ANEXO 2:

PORCENTAJE DE AISLADOS DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE NO SENSIBLES
(INTERMEDIOS Y RESISTENTES) A DIFERENTES ANTIBIOTICOS EN EL CENTRO

SOCIOSANITARIO EN EL PERIODO 2001-2008 °

% aislados no sensibles

A ED 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
(n=33) (n=35) (n=28) (n=43) (n=53) (n=58) (n=36) (n=77)

Amoxicilina/clavuldnico 12,1 257 296 605 416 50 19,4 146
Piperacilina/tazobactam - 246 148 581 302 239 8,3 9,8
Cefazolina 15,2 20 36 11,6 23 3,4 8,3 9,1
Cefuroxima 6 143 108 64 31,7 345 146 194
Cefoxitina 0 9,4 7,4 11,7 5,9 10,4 8,1 8,5
Cefotaxima ° 3 2,9 0 4,6 0 5,2 0 5,2
Ceftazidima 3 2,9 0 4,6 0 5,2 0 5,2
Cefepime ” 3 2,9 37 349 226 194 5,4 10,4
Imipenem 0 0 0 0 0 0 0 0
BLEE (+) 3 0 0 2,3 0 1,7 0 1,3
AmpC (+) © 3 2,9 0 2,3 0 1,7 0 3,9
Amikacina 0 0 0 2,3 0 1,4 0 0
Gentamicina 0 8,6 7,4 4,7 0 1,5 0 10,4
Tobramicina 0 8,6 11,1 55,8 30,2 28,8 8,1 19,5
Acido nalidixico 63 371 481 76,7 585 686 351 39
Ciprofloxacino ® 51,9 343 408 744 566 70,1 351 42,7
Cotrimoxazol 51,9 22,9 14,8 53,5 28,3 13,4 10,8 3,7
Fosfomicina 152 29 222 163 132 328 37 6,8
Nitrofurantoina 61 11,4 3,7 628 509 582 24,3 268

% Un solo aislado del mismo fenotipo por paciente

bse incluyen todos los aislados con CMI > 1 mg/L

©Aislados productores de B-lactamasas de espectro extendido

4 Aislados con fenotipo caracteristico de produccion de AmpC plasmidica

€ Se incluyen todos los aislados con CMI >0,06 mg/L
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ANEXO 3:

[ANEXOS]

EVOLUCION DEL CONSUMO DE ANTIBIOTICOS CON ACTIVIDAD FRENTE A
EN EL CENTRO

GRAMNEGATIVOS EN DOSIS DEFINIDAS DIARIAS

SOCIOSANITARIO DURANTE EL PERIODO 2002-2008

(DDD)

DDD absolutas (DDD/100 camas-dia)

Antibidético
2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Amoxicilina-Ampicilina 1655 1801 1812 1982 1697 1826 1660
(1,31) (1,45) (1,43) (1,56) (1,33) (1,45) (1,33)
o . 6410 5729 6436 5167 5059 5374 5276
Amoxicilina/Clavulanico
(5,06) (4,63) (5,08) (4,07) (3,97) (4,26) (4,22)
Pi ilina/Tazobact 0 0 0 0 9 37 21
iperacilina/Tazobactam
(0) (0) (0) (0) (0,01) (0,03) (0,02)
. 0 0 0 0 78 429 521
Cefazolina
(0) (0) (0) (0) (0,06) (0,34) (0,42)
. 390 875 1032 884 681 666 766
Cefuroxima
(0,31) (o0,72) (o0,81) (0,70) (0,53) (0,53) (0,61)
Cefotaxima-ceftriaxona- 217 286 309 455 628 692 907
ceftazidima-cefixima (0,27) (0,23) (0,24) (0,36) (0,49) (0,55) (0,72)
mi 0 0 0 0 65 152 145
mipenem
(0) (0) (0) (0) (0,05 (0,12) (0,12)
o 446 402 286 343 326 549 552
Gentamicina
(0,35) (0,32) (0,23) (0,27) (0,26) (0,43) (0,44)
o 186 209 205 53 206 152 229
Amikacina
(0,15) (0,17) (0,16) (0,04) (0,16) (0,12) (0,18)
Tob o 5 15 15 0 0 30 24
obramicina
(0,004) (0,012) (0,01) (0) (0) (0,02) (0,02
Ciprofloxacino 1278 988 1137 1460 1137 1493 1347
(1,01) (o0,80) (0,70) (1,25) (0,89) (1,18) (1,08)
Levofloxacino 406 1059 1355 1772 2128 2077 2890
(0,32) (o0,86) (0,90) (1,40) (1,67) (1,65) (2,31)
Cotrimoxazol 455 217 358 107 0 48 0
(0,36) (0,18) (0,28) (0,08)  (O( (0,04) (0)
Fosfomicina 162 191 228 393 506 518 579
(0,23) (0,15) (0,18) (0,31) (0,40) (0,41) (0,46)
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